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Uber den gesamten Kohlenhydratgehalt des normalen Harns. 


Von 


B. Glassmann aus Odessa. 
(Unter experimenteller Mitwirkung von Frau A. Zwilling.) 


Mit 1 Figur im Text, 





(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium des 3. Sowjeten-Volkshospitals zu Odessa.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Oktober 1926.) 


Der Ludwigschen Lehre geméB soll bekanntlich der Harn 
mit allen seinen Bestandteilen, aber in starker Verdiinnung in 
den Glomerulis ausgeschieden werden, und zwar durch Filtration 
unter der Wirkung des Blutdrucks; wahrend dieser verdiinrte 
Harn dann durch die Harnkanilchen herniederflieBt, soll hier 
Wasser aus denselben in das Blut resorbiert und so der Harn 
zu seiner normalen Konzentration eingedickt werden. Ver- 
gleicht man aber die Konzentration der wichtigsten organischen 
krystalloiden Blutbestandteile mit derjenigen des normalen 
Harns: 




















Im Liter | Im Liter 

Harn Blutserum 

Harnstoff. . . . . 20,0 g 0,5—1,0 g 
Harnsiure ... . 0,53 g 0,03 g 
Kreatinin. . . . . 0,66 g Spuren 
Glykose . . .. . 0—1,78 g 1,00 g 


so scheint es, als ob bei der Bildung des letzteren der Blut- 
zucker, im Vergleich zu den anderen Blutbestandteilen, eine 
Sonderstellung einnimmt und nicht konzentriert wird. So hat 
z.B. Breul*) den normalen Traubenzuckergehalt des Harns 
nach der Phenylhydrazinmethode von Laves?”) zu 0,027 bis 
0,178°/,, meistens zu 0,05—0,06°/, bestimmt, ohne daB die 
Nahrung dabei einen wesentlichen EinfluB hatte. Hilding 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXII. 11 
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Lavesson®) ermittelte ihn durch Girung im Mittel zu 0,041°/,, 
Worm- Miller‘) zu 0,01—0,05°/, und Lund ), Gay Sefton 
und Charles George Lewis-Wolf erhielten neuestens bei 
Vergirungen von normalem Urin mit Hefe in dem Differential- 
manometer von Barcroft in keinem Fall irgendwelche CO,- 
Entwicklung. Damit halten die Autoren als bewiesen, daB im 
normalen Urin keine Glykose vorhanden ist. Zur Kontrolle 
der Genauigkeit der Methode setzten Verff. zu dem Urin Gly- 
kose, einer Konzentration von 0,05°/, entsprechend; schon 
nach 10 Minuten hatten sich in diesem Fall die erforderlichen 
CO,-Mengen gebildet. Es liegt deshalb die Vermutung nahe, 
daB der freie Blutzucker beim Durchgang durch die Nieren, 
durch die vitale Tiatigkeit der letzteren, zu girungsunfahigen 
Polysacchariden kondensiert wird, welche ohne vorherige 
Hydrolyse sich der Bestimmung durch Reduktion entziehen., 

Nun finden das Gesamtkohlenhydrat des normalen Menschen- 
harns Udransky®) zu 0,075—0,35°/,, Luther’) im Mittel zu 
0,23°/, und L. Wacker’) zu 0,35—0,52°/,.. Durch Inversion 
jedoch steigt nach den Angaben des letzteren Autors der 
Kohlenhydratgehalt um 12—16°/,. Die zwei ersten Autoren 
arbeiteten nach der Furfurolmethode und der dritte nach seiner 
colorimetrischen Phenylhydrazinsulfosiuremethode in alkalischer 
Lisung. GréBere Harngesamtzuckerwerte ermittelte dagegen 
nach Hydrolyse Pavy bei Tieren: bei Kaninchen 0,238—1,65°/,,, 
hei Katzen 0,321—0,900°/, und beim Hunde im Mittel 0,636°),. 
Da die freien Blutzuckerwerte der genannten’Tiere denjenige:: 
des Menschen gleich sind, so sollte man erwarten, daB auch 
im normalen Menschenharn der Gesamtzucker nicht weniger 
als bei diesen Tjeren ausmacht. 

Da dieser Beziehung nur die Angaben von L. Wacker 
annihernd geniigen, so schien es mir von Interesse, auch dieses 
Problem mit meiner colorimetrischen Mikromethode der Zucker- 
bestimmung anzugreifen. Gelegentlich habe ich auch dabei 
den KinfluB der Nahrungsaufnahme auf den Gesamtzuckerwer't 
des Harns verfolgt. 

Die Angaben von Pavy”®) bestitigten sich in dieser Unter- 
suchung auch beim Menschenharn und in betreff des Kinflusses 
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der Nahrung ergab sich ein paralleles Anwachsen des Gesamt- 
zuckers nach den Mahlzeiten in Ubereinstimmung mit den dies- 
beziiglichen Befunden von Luther (a. a. O,). 


Methode der Gesamtzuckerbestimmung. 


0,1 ccm filtrierten normalen Harns versetzt man in einem 
Reagensglas mit 2 ccm 1°/,iger Resorcinlésung und 4 ccm 
25 °/,iger Salzsiure. In gleichem Verhialtnis mischt man mit 
den letzteren Reagenzien 0,1 ccm einer 1°/,igen Glykose- 
standardlésung. Nun erhitzt man die Lésungen, tief stehend 
in kochendem Wasserbade, wiihrend einer Stunde und ver- 
gleicht sie, ohne zu filtrieren, colorimetrisch miteinander, bei 
einer Temperatur iiber 60°, wie ich das bei der Blutzucker- 
bestimmung beschrieben habe.?°) 


Prifung der Methode. 


In normalen Menschenharnen wurde in obiger Weise der 
Gesamtzucker bestimmt, sodann mit dem gleichen Volumen 
einer 1°/ igen Glykoselésung versetzt, der Zuckergehalt, der 
Mischung ermittelt und die Resultate mit den errechneten 
Werten verglichen. Die Ergebnisse sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 








Gesamtzucker | Gesamtzucker in der Gefunden 

; Mischung von Harn| Gesamtzucker Differenz 

im Harn in ~ ine A : | 
eas und Glykoselésung |in der Mischung] jn absol. °/, 

Le 

0,470 0,735 0,756 0,021 + 
0,810 0,905 0,913 0,008 + 
0,600 0,800 0,830 0,030 + 
0,500 0,750 0,736 0,021 — 











Die Analysenresultate sind also recht befriedigend. 


Bestimmung des Gesamtzuckers in normalen Harnproben. 


Zu den Versuchen dienten Harne véllig gesunder Personen 


im Alter von 20—35 Jahren und zweier Kinder von 2?/, und 
11* 
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4 Jahren. Die Harnproben wurden niichtern, 1'/,—2 Stunden 
nach dem Frihstiick, kurz vor dem Mittagsmahl und 1'/, bis 
2 Stunden nach dem letzteren gesammelt. 

Die ersten vier Versuchspersonen der nachstehenden Tabelle I 
genossen gleiche Diit, die anderen Personen verschiedene. Die 
Nahrung war gewdéhnliche Kost ohne UbermaB von Kohlen- 
hydraten. Die Resultate und das Mittel aus ihnen sind in 
der folgenden Tabelle II und Figur wiedergegeben. 


Tabelle II. 


Der Gesamtzuckergehalt des Harns. 





a Vor dem Nach dem Vor dem | Nach dem 
Frithstiick | Friihstiick | Mittagsmahl } Mittagsmahl 
Jia in Vol.-°/, | in Vol.-°/, | in Vol.-°/, | in Vol.-°/, 
l 0,70 0,71 0,60 0,68 
2 0,94 0,94 0,58 0,98 
3 0,51 0,58 0,50 0,41 
4 0,72 0,74 0,69 0,74 
5 0,83 0,86 0,80 0,91 
6 Kind 2!'/, Jahr 0,81 0,81 0,75 0,87 
7 0,54 0,57 0,52 0,60 
8 0,49 0,53 0,53 0,60 
9 Kind 4 Jahr 0,53 0,63 0,47 0,72 
10 0,57 1,05 1,02 1,12 
11 0,48 0,48 0,47 0,77 
12 0,73 0,94 1,20 — 1,20 
Mittel...... 0,66 0,71 0,67 - 0,72 














Wie aus der T'abelle und Figur ersichtlich ist, variert 
der Gesamtzuckergehalt des niichternen normalen Harns von 
0,48—0,94°/, (im Mittel 0,66°/,) und der Zuckerwert unterliegt 
in den meisten Fillen der Nahrungsaufnahme parallelen Schwan- 
kungen. Das Alter hat keinen Einflu8 auf den Zuckerwert. 
Um des weiteren zu ermitteln, ob vielleicht auch Nucleoproteide 
des normalen Harns zu dem Gesamtzuckerwert beitragen, wurde 
in zwei Harnproben der Zucker unmittelbar und nach der 
Fallung mit Phosphorwolframsiure bestimmt, wobei folgende 


Werte sich ergaben: 
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I Vor der Reinigung 0,82°/, Zucker 


I Nach ” ” 0,80 " ”? 
II Vor _,, ie 0,98°/, - 
II Nach ,, 0,93 °/, 


Die Differenzen liegen also fast innerhalb der Versuchs- 
fehler. Die Menge der Glykuronsiureverbindungen in normalem 


OF8 7c - 
O71 %| | 
070% 

069%| 
068% 
06%% 


066% 
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Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Frihstiick Frihstiick Mittagsmah! Mittagsmab! 


Mittelwerte der Gesamtzuckermengen und Nahrungsaufnahme. 


Harn betragt nach P. Mayer und C. Neuberg?!) 0,004°/, 
nach Tollens und Stern?’) 0,025°/, und nach Schulz?’) 
0,037°/,. Mithin kénnen die von mir ermittelten Zuckerwerte 
nur durch Polysaccharide, wie z. B. Isomaltose') und Harn- 
dextrin bedingt sein. Der freie Blutzucker unterliegt also 
analog den anderen Blutbestandteilen, der Forderung der 
Ludwigschen Lehre gemiif, beim Passieren der Harnkanil- 
chen einer Konzentration beinahe auf das Zehnfache, indem 
er zu Polysacchariden kondensiert wird, welche bei ihrem 
weiteren Durchgang durch die Harnwege unter normalen Be- 
dingungen entweder gar nicht oder nur zum geringen Teil zu 
gewohnlichem Traubenzucker hydrolysiert werden. 

Auffallend ist, daB die durch Hydrolyse gewonnenen Ge- 
samtzuckerwerte des Blutes und des Harns fast einander gleich 
sind.’®) Das Mittel im Gesamtblut 0,759°/, und im Harn 0,66°/,. 
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Zusammenfassung. 


Ks wurde mit meiner colorimetrischen Mikromethode der 
Gesamtzuckerwert 12/n Harne ermittelt und der EinfluB der 
Nahrungsaufnahme dabei verfolgt: 

1. Als Mittel aus 12 Bestimmungen in niichternen Harn- 


proben ergab sich 0,66°/, Zucker (als Traubenzucker berechnet 
0,48°/,—0,94°/,). 

2. Der freie Blutzucker unterliegt beim Durchgang durch 
die Harnkanilchen, der Forderung der Ludwigschen Lehre 
gemiB, einer Konzentration beinahe auf das Zehnfache, indem 
er dabei zu Polysacchariden kondensiert wird. 

3. Der Gesamtzuckerwert des normalen Harns unteriiegt 
der Nahrungsaufnahme parallelen Schwankungen. 

4. Das Alter hat keinen EinfluB auf den Zuckerwert. 

5. Die hydrolytischen Gesamtzuckerwerte des normalen 
Harns und Blutes sind fast einander gleich. 
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Unterschiede im chemischen und biologischen Verhalten 
lebensfrischer Muskulatur verschiedener Fischarten. 
I. Mitteilung. 


Untersuchungen an Meeresfischen. 


Von 


G. Embden, H. J. Deuticke, E. Lehnartz und H. Perger. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung.) 


(Aus dem Institut fir technische organische Chemie der Koéniglich Norwegischen Tech- 
nischen Hochschule zu Drontheim, 
Direktor: Professor Dr. Sigval Schmidt-Nielsen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1926.) 


In der Muskulatur verschiedener Saéugetiere und auch in 
derjenigen von Fréschen konnte der Nachweis einer hexose- 
phosphorsaureartigen Substanz gefiihrt werden, die unter ver- 
schiedenen Bedingungen, namentlich auch bei der Kontraktions- 
titigkeit, in Milchsiure und Phosphorsiure gespalten wird. ') 
Im AnschluB an diese Befunde unternommene Arbeiten be- 
schaftigten sich mit dem fermentativen Abbau und Aufbau 
dieser als Lactacidogen bezeichneten Substanz und fiihrten mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu dem Resultat, daB der zu Milch- 
siure fithrende Kohlenhydratabbau im tierischen Organismus, 
ganz dhnlich wie die alkoholische Girung der Hefezelle, unter 
intermediairer Bindung des Zuckers an Phosphorsiure erfolgt. 

Unter der Einwirkung von Natriumfluorid entsteht im 
MuskelpreBsaft synthetisch aus Kohlenhydrat und Phosphor- 


1) G. Embden, W. Griesbach u. E. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, 
S. 1 (1914); F. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8.60 (1914). Weitere Literatur 
siche G. Embden, Handbuch d. normalen u. pathologischen Physiol. 
Bd. 8, 1. Halfte, S. 869 (1925). Verlag von Julius Springer. 
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siure eine Hexosediphosphorsaure, die mit der bei der Hefe- 
garung gebildeten identisch ist. 

Die Natur des von vornherein in der Muskulatur der 
Saugetiere und Frésche vorbandenen Lactacidogens ist noch 
nicht vollig aufgeklart, doch bildet es genau dieselbe Osazon- 
verbindung wie die Girungshexosediphosphorsiiure, wobei aus 
der letzteren eines der beiden Phosphorsiiuremolekiile ab- 
gespalten wird.') Jedenfalls ist das im lebenden Muskel vor- 
kommende Lactacidogen mit der Hexosediphosphorsiure nahe 
verwandt, und das Vorkommen der gleichen oder anndhernd 
der gleichen Kohlenhydrat - Phosphorsiureverbindung bei so 
verschiedenen biologischen Vorgiingen, wie die alkoholische 
Hefegiirung und die Entstehung der Milchsiure bei der Muskel- 
tiitigkeit es sind, sowie manche Beobachtungen iiber Milch- 
siure- und Phosphorsiurebildung bei der Muskelkontraktion 
lieBen vermuten, da8 das Lactacidogen in der Muskulatur 
— wenigstens in der quergestreiften — ganz allgemein ver- 
breitet ist. Um so auffalliger muBte der von M. Cohn’) unter 
Leitung des einen von uns vor lingerer Zeit erhobene Befund 
erscheinen, daB im PreBsaft aus der Muskulatur vom Karpfen 
sich kaum Milchsiure- und Phosphorsiurebildung nachweisen 
lieB, trotzdem auch dieser MuskelpreBsaft imstande ist, zu- 
gesetztes Hexosediphosphat unter Bildung beider oben ge- 
nannten Sauren zu zerlegen. Im Gegensatz zum PreBsaft zeigte 
iibrigens der einfach mit der Schere zerkleinerte Karpfenmuskel 
auch ohne Zusatz von Hexosediphosphorsiure starke Milch- 
siure- und nicht unerhebliche Phosphorsiurebildung. 

Es erschien uns auf Grund dieser Alteren Befunde an- 
gezeigt, der Frage nach dem Vorkommen und dem biologischen 
Verhalten des Lactacidogens bei Fischen erneut nachzugehen 


') In einer noch nicht ausfiihrlich veréffentlichten Arbeit von 
G.Embden und M. Zimmermann konnte aus lebensfrischer Kaninchen- 
muskulatur keine Hexosediphosphorsiiure, sondern nur Hexosemono- 
phosphorsiiure isoliert werden. (G. Embden u. M. Zimmermann, 
Vortrag auf der 102. Naturforscherversammlung in Diisseldorf 1926. Die 
ausfiihrliche Mitteilung wird demniichst in dieser Zeitschrift erscheinen.) 

*) M. Cohn, Diese Zs. Bd. 93, S. 84 (1914). 
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und wir benutzten zu ihrer Bearbeitung einen mehrwochent- 
lichen Aufenthalt am Institut fiir technische organische Chemie 
der Kéniglich Norwegischen Technischen Hochschule zu Dront- 
heim, der uns wihrend des Jahres 1921 durch die liebens- 
wiirdige Gastlichkeit von Herrn Prof. Dr. Sigval Schmidt- 
Nielsen und das freundliche Entgegenkommen der Kdéniglich 
Norwegischen Technischen Hochschule erméglicht wurde. Herrn 
Prof. Schmidt-Nielsen méchten wir fiir die vielfache freund- 
liche Unterstiitzung, die er in jeder Hinsicht unserer Arbeit 
auf Grund seiner reichen Erfahrung und unter Gewihrung 
aller Hilfsmittel seines Institutes zuteil werden lieB, auch an 
dieser Stelle unseren herzlichsten Dank sagen, ebenso auch 
seinen Assistenten Herrn Ingenieur A. Flood und Herrn 
A. Pillgram Larsen, die uns unsere Untersuchungen in jeder 
Weise erleichterten. Auch Herrn Konservator Dr. O. Nord- 
gaard, dem Leiter der biologischen Station in Drontheim, der 
uns einen groBen Teil des Tiermaterials zur Verfiigung stellte 
und uns auf Grund seiner genauen Kenntnisse der Biologie 
der Fische vielfach beriet, sind wir zu gréBtem Dank ver- 
pflichtet. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich einmal auf die 
Frage des Vorkommens des Lactacidogens in der Fischmusku- 
latur. Die hierbei gewonnenen Ergebnisse sowie das eigen- 
artig verschiedene Verhalten verschiedener Fischarten, von 
denen manche bald nach der Entfernung aus dem Wasser 
durch Sauerstofimangel absterben, wobei ihre Muskulatur auch 
fiir direkte mechanische Reizung rasch unerregbar wird, waihrend 
andere Arten lange iiberleben, lieB es uns wiinschenswert er- 
scheinen, friiher an Kaninchen und an Fréschen ausgefihrte 
Untersuchungen iiber die Herabminderung der Fahigkeit zur 
ional bedingten Synthese von Kohlenhydratphosphorsiure beim 
Absterben auch auf verschiedene Fischarten zu iibertragen. 

Wenngleich dieser zweite Teil unserer Untersuchung noch 
keineswegs zum inneren Abschlu8 gelangt ist, so verdéffent- 
lichen wir ihn bereits jetzt, weil wir einerseits fiirchten miissen, 
in nichster Zeit keine Gelegenheit zu ihrer Fortsetzung, 
wenigstens an marinem Material zu haben, und weil anderer- 
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seits durch die Ergebnisse einer nachfolgenden von Martino 
an Sii®wasserfischen durchgefiihrten Untersuchung die von uns 
aus unseren Resultaten gezogenen SchluBfolgerungen entscheidend 
gestiitzt werden. 


1. Die Gewinnung der Osazonverbindung des Lactacidogens 
aus Fischmuskulatur. 

Wir geben im folgenden kurz die Erfahrungen wieder, die 
wir bei unseren Versuchen, die Osazonverbindung des Lact- 
acidogens aus Fischmuskulatur darzustellen, machten, weil sie 
uns zu den Fragestellungen fiihrten, deren experimentelle In- 
angriffnahme im zweiten Teil dieser Arbeit geschildert ist. 


Versuch 1. 


Wir verwandten fiir unseren ersten Versuch der Osazon- 
gewinnung einen Dorsch (Gadus callarias), der drei Stunden 
vor der Verarbeitung getétet war und bis dahin mit Eis ge- 
kiihlt wurde. Nach unseren an Fréschen gemachten Erfah- 
rungen vermuteten wir, dab beim Kaltbliiter — im Gegensatz 
zum Verhalten des Warmbliiters — wahrend dieser Zeit kein 
wesentlicher Lactacidogenverlust eintreten wiirde. Die bei der 
Muskulatur des Siugetieres bewihrte Methode zur Gewinnung 


des Osazons fiihrte aber zu keinem positiven Ergebnisse. 

Die Verarbeitung geschah in der Art, daB 870 g des mit der Fleisch- 
hackmaschine gewonnenen Muskelbreis in 1500 cem Salzsiiure von 4°), 
versenkt und griindlich durchgerithrt wurden. Zur Fallung der Eiweib- 
kérper nach Schenck wurden sodann 900 cem 5°/,iger Quecksilber- 
chloridlésung hinzugefiigt. Das nach 6 Stunden durch Absaugen auf 
der Nutsche gewonnene eiweiBfreie Filtrat wurde am niichsten Tage 
durch Schwefelwasserstoff entquecksilbert und durch einen Luftstrom 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Die so gewonnenen 2650 eem queck- 
silberfreien Filtrates wurden mit starker Natronlauge bis zu schwach 
saurer Reaktion und dann mit 260 ccm 10°/,iger Kupfersulfatlésung 
versetzt. Nunmehr wurde so lange Kalkmilch hinzugefiigt, bis stark 
alkalisehe Reaktion eingetreten war. Der azurblau gefirbte Niederschlag 
wurde nach 1/,-stiindigem Stehen abgesaugt und mehrmals mit geringen 
Wassermengen gewaschen. Unmittelbar danach wurde er mit 60 ccm 
25°/,iger Schwefelsiiure unter Zusatz von etwas Wasser in der Reib- 
schale zersetzt und das Calciumsulfat auf der Nutsche abgetrennt. Das 
kupferhaltige Filtrat, welches keine Reduktionserscheinungen, wohl aber 
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positiven Ausfall der Reaktion nach Molisch zeigte, wurde nach der 
Entfernung des Kupfers mit Schwefelwasserstoff und des Schwefelwasser- 
stoffes durch einen Luftstrom mit Bleizuckerlésung vollstindig ausgefillt. 
Der Bleiniederschlag wurde abgenutscht, griindlich mit Wasser gewaschen 
und mit 25°/,iger Schwefelsiiure in der Reibschale zerlegt. Das blei- 
freie Filtrat reduzierte trotz seines geringen Volumens Fehlingsche 
Lésung nicht, wihrend die Reaktion nach Molisch und die Pentosen- 
reaktion mit Phloroglucin positiv ausfielen. Wir versuchten vergeblich, 
trotz des negativen Ausfalls der Fehlingschen Probe aus dem Filtrat 
das Phenylhydrazinsalz des Phenylosazons der Hexosephosphorsiiure in 
friiher geschilderter Weise') zu gewinnen. Beim Erwirmen trat wohl 
eine gewisse Gelbfiirbung auf, jedoch kam es auch nach lingerem Stehen 
in der Kialte zu keiner Krystallisation. 


Versuch 2. 


Da wir vermuteten, daB der negative Ausfall des eben 
geschilderten Versuches auf postmortale Zersetzung des Lact- 
acidogens zuriickzufiihren war, wurde der zweite Versuch an 
zwei Dorschen vorgenommen, die lebend (in Seewasser) in das 
Laboratorium verbracht waren, und deren Muskulatur un- 
mittelbar nach der Tétung in der oben beschriebenen Weise 
weiter verarbeitet wurde. 

Das Gewicht der zerkleinerten Muskulatur betrug 1512 g. Sie 
wurde mit 2000cem 4°/,iger Salzsiure und ebensoviel 5°/,iger Queck- 
silberchloridlésung versetzt. Das am nachsten Tage gewonnene queck- 
silberfreie Filtrat (4350 ecm) wurde im wesentlichen in der beim ersten 
Versuch geschilderten Weise verarbeitet, nur mit dem Unterschied, dab 
die schwefelsaure Zersetzungsfliissigkeit der Bleizuckerfillung mit Baryt- 
wasser von der Schwefelsiure befreit und alsdann die Bleizuckerfillung 
wiederholt wurde, Der zweite Bleizuckerniederschlag wurde nach griind- 
lichem Waschen mit Schwefelwasserstoff zerlegt und nach Entfernung 
des Sulfidniederschlags durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff 
befreit. Das so gewonnene Fitrat, etwa 40 cem, wurde mit Natrium- 
acetat bis zum Verschwinden der Bliuung von Kongopapier und dann 
mit viel Phenylhydrazinchlorid (auf je 10 cem Filtrat 0,75 g) versetzt. 
Beim Erwairmen im Wasserbade von 70° trat starke Gelbfiirbung der 
Flissigkeit auf und beim allmiihlichen Abkiihlen schied sich eine schén 
krystallisierte Osazonverbindung ab, die am folgenden Tage abgesaugt 
und mit wenig kaltem Wasser gewaschen wurde. Die Substanz wurde 
im Vakuum getrocknet, mit wenigen ccm Methylalkohol im siedenden 
Wasserbade bis auf einen kleinen ungelésten Rest, von dem abgetrennt 





') G. Embden und F. Laquer, Diese Zs. Bd. 113, S. 1 (1921). 
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wurde, gelést, und die methylalkoholische Lésung mit viel Chloroform 
versetzt. Nach dem Abkihlen in Kaltemischung schied sich allmihlich 
das Osazon ab, das abgesaugt und zunichst mit Methylalkohol-Chloro. 
form und dann mit reinem Chloroform gewaschen wurde. Die Menge 
der umkrystallisierten Substanz betrug nur wenig mebr als 0,01 g. Thr 
Sehmelzpunkt lag bei 142° (unkorr.), war also nicht unerheblich zu 
niedrig.') 

Mangels ausreichenden Materials zur nochmaligen Umkrystallisierung 
verwendeten wir diese einmal umkrystallisierte Substanz zur Phosphor- 
bestimmung. 0,0106 g Substanz wurden unter Verwendung von 1 cem 
konzentrierter Schwefelsiiure nach Neumann verascht und in der mit 
Wasser auf 60 ccm aufgefillten und mit Ammoniak neutralisierten 
Aschenfliissigkeit die Phosphorsiiure als Strychninphosphomolybdat be- 
stimmt.?) Gewogene Menge Niederschlag 0,0517 g, in der Substanz ge- 
fundene Menge P = 5,47°/). 

Fiir das Phenylhydrazinsalz des Phenylosazons der Hexosemono- 
phosphorsiure berechnete Menge P = 5,68°/). 


Von den beiden bisher besprochenen Versuchen die 
Osazonverbindung des Lactacidogens, darzustellen, verlief also 
der erste an einem bereits vor mehreren Stunden getéteten 
Tiere vollig negativ. Der zweite fiihrte zwar zu einem posi- 
tiven Ergebnis, doch war die Ausbeute sehr gering. 

Der Dorsch gehért zu jenen Fischen, die sehr bald nach 
dem Verlassen des Wassers kein Lebenszeichen mehr von sich 
geben. Da wir es fiir méglich hielten, daB zwischen dem 
raschen Eintreten der Bewegungslosigkeit und dem raschen 
Verlust des Lactacidogens ein Zusammenhang bestiinde, wandten 
wir uns nunmehr der Untersuchung einer lange nach dem Aus- 
setzen der normalen Atmung iiberlebenden Fischart zu. Und 


zwar verwandten wir auf Anraten von Herrn Dr. Nordgaard 
die Scholle. 


1!) y. Lebedew, Bioch. Zs. Bd. 20, S. 114 (1909), gibt den Schmelz- 
punkt der Phenylbydrazonverbindung des Phenylosazons der Hexose- 
phosphorsiiure mit 148° (unkorr.), Youn g (Bioch. Zs. Bd. 32, S. 177 [1911)) 
mit 150—153° an. Wir selber haben in friiheren Versuchen den Schmelz: 
punkt wie v. Lebedew bei 148°, in neueren Versuchen an ganz frisch 
hergestellten Priiparaten aber wie Young zwischen 150 und 153° ge- 
funden. 


*) G. Embden, Diese Zs. Bd, 113, 8. 138 (1921). 
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Versuch 3. 


Zwei groBe Exemplare von Pleuronectes platessa, Gesamt- 
lebendgewicht 6 kg, wurden im Laboratorium getétet und sofort die 
Riicken- und Bauchmuskulatur gewonnen, wobei im Gegensatz zum Ver- 
halten des frisch getéteten Dorsches deutliche fibrillire Zuckungen auf- 
traten. Die erhaltene Menge Muskulatur betrug 1715 g, sie war also 
nur wenig gré8er als im zweiten Dorschversuch. Die Muskulatur wurde 
mit 2200 cem Salzsiure und 1700 cem Quecksilberchloridlésung gefillt 
und am nichsten ‘lage weiter verarbeitet. In je 1 ccm des entqueck- 
silberten Filtrates wurden die anorganische und die Gesamtphosphor- 
siiure bestimmt. Es wurde gefunden: 1,67 mg anorganischer Phosphor- 
siure und 2,79 mg Gesamtphosphorséure, also 1,12 mg organisch ge- 
bundener Phosphorsiure. Demgegeniiber hatte eine in dem oben be- 
sprochenen Versuch 2 am entsprechenden Filtrate vorgenommene Analyse 
in 1eem 1,26 mg anorganischer Phosphorsiure und 1,51 mg Gesamt- 
phosphorsiiure, also 0,25 mg organisch gebundener Phosphoraiiure er- 
geben. Von der gefundenen Gesamtphosphorsiure waren in dem 
eiweiBfreien Extrakte aus der Muskulatur der Scholle etwa 40°/, 
in dem aus dem Dorsch gewonnenen nur etwa 16,5°/, organisch ge- 
bunden. 

Die weitere chemische Verarbeitung entsprach bis auf einige kleinere 
unwesentliche EKinzelheiten ganz der oben bei den Dorschversuchen be- 
schriebenen. Die Fallung mit Bleizucker wurde erst nach Entfernung 
der Schwefelsiiure mit Baryt vorgenommen, der griindlich gewaschene 
Bleizuckerniederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt, und das so ge- 
wonnene Filtrat (90 cem) vom Sulfidniederschlage befreit und nach Ent- 
fernung des Schwefelwasserstoffes mittels eines Luftstromes zur Osazon- 
darstellung benutzt. Hierbei kamen wiederum nach dem Zusatz von 
festem Natriumacetat bis zum Verschwinden der Bliuung von Kongo- 
papier auf je 10 ccm des Filtrates 0,75 g salzsauren Phenylhydrazins 
zur Anwendung. Beim Erwiairmen im Wasserbade von 70° trat bald 
intensive Gelbfairbung und dann schon wiihrend der Fortdauer des. Er- 
wirmens die Krystallisation des Osazons ein. Die Menge des mit Wasser 
gewaschenen und getrockneten Osazons betrug 0,1740g. Das Um- 
krystallisieren des Osazons erfolgte wie in Versuch 2. Das einmal um- 
krystallisierte Priiparat begann bei 148° zu sintern und schmolz, den 
Angaben Youngs (siehe oben S. 160, FuBnote) entsprechend, bei 151°. 
Das Umkrystallisieren war sehr verlustreich; nur 0,0372 g wurden wieder- 
gewonnen. Sie wurden unter Verwendung von 1 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure nach Neumann verascht, die Asche auf 100 cem auf- 
gefiillt, und zweimal je 45 cem der Aschenlésung zur Bestimmung der 
Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat benutzt. 
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I II 
Gewogene Niederschlagsmenge: 0,0828 g 0,0825 ¢g 
Gefundene Phosphormenge: 5,54°/, 5,52 °/, 
Berechnete : 5,68 °/, 


2. Das biologische Verhalten zerkleinerter Fischmuskulatur. 


In den bisher beschriebenen Versuchen konnte gezeigt 
werden, daB die Darstellung der charakteristischen Osazon- 
verbindung des Lactacidogens aus der Muskulatur des rasch 
nach seiner Entfernung aus dem Wasser absterbenden Dorsches 
sehr viel schwieriger gelingt als bei der auch in Luft lange 
iiberlebenden Scholle, und es lag gewiB nahe, daran zu denken, 
dab beim rasch absterbenden Dorsch das Lactacidogen rascher 
aus der Muskulatur verschwindet als bei der langsam ab- 
sterbenden Scholle. 

Wir haben in den nunmehr zu schildernden Versuchen 
Anhaltspunkte fiir weitere biologische Unterschiede zwischen 
der frisch gewonnenen Dorsch- und Schollenmuskulatur zu ge- 
winnen versucht. In erster Linie untersuchten wir hierbei, o) 
die Fihigkeit der Muskulatur beider Fischarten, unter der 
Kinwirkung von Natriumfluoridlésung, anorganische Phosphor- 
siiure durch Synthese mit Kohlenhydrat zum Verschwinden zu 
bringen, eine verschiedene ist. 

Wenngleich sich derartige Anhaltspunkte tatsichlich er- 
geben haben, so haften doch, wie wir besonders hervorheben 
méchten, unseren bisherigen Versuchen auf diesem Gebiete 
einige weiter unten zu besprechende Mangel an, die ihre Deu- 
tung erschweren und bei einer Wiederholung leicht vermieden 
werden kénnten. 

Neben der Priifung der Fihigkeit zur synthetischen Ver- 
arbeitung von Phosphorsiiure untersuchten wir auch den von 
vornherein vorhandenen Lactacidogengehalt mittels der friiher 
6fters beschriebenen Methode.') Diese Versuche lieferten bisher 
kein eindeutiges Ergebnis. 

AuBer Bestimmungen der Phosphorsiure fiibrten wir auch 





') A.C. Wechselmann, Diese Zs. Bd. 113, S. 146 (1921). 
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solche der Milchsiure unter mannigfachen Versuchsbedin- 
gungen aus. 

Vor einiger Zeit unter der Leitung des einen von uns 
angestellte Untersuchungen von Abraham und Cahn?) haben 
gezeigt, daB beim allmihlichen Absterben zerkleinerter Musku- 
latur ihre Fahigkeit, unter Einwirkung von Natriumfluorid- 
lésung in einem durch reichlichen Zusatz von Natriumbicarbonat 
gepufierten Milieu anorganische Phosphorsiiure durch Synthese 
mit Kohlenhydrat zum Verschwinden zu bringen, mehr und 
mehr abnimmt. Seitdem konnte Deuticke?) dartun, daB ein 
ganz &bnliches Verhalten auch der unzerkleinerte Muskel beim 
allmahlichen Absterben zeigt, wobei eine besonders starke und 
rasche Abnahme der Synthesefihigkeit gleichzeitig mit dem 
Kintreten der Totenstarre zur Beobachtung gelangte. Embden 
und Jost ) fanden, da® ganz uhnliche Verinderungen im bio- 
logischen Verhalten der Muskulatur auch nach stark ermiiden- 
der Tatigkeit eintreten. 

Tabelle 1. 


Versuch 1. 15. LX. 1924. 


Dorsch. 38 Stunden nach dem Tode verarbeitet. Versuchstemp. 17°. 




















: it | * | _® 4 5 
m/1-NaF + 2°/, NaHCO, 
A | | (Fawcsina 
1 Stde. 2Stdn. | 4Stdn. 8 Stdn. 
Phosphorsiiure °/,] 0,444 0,529 0,519 | 0,520 0,537 
sib acl 0,138 0,138 | 0,134 0,150 
MilehsGure °/, i 0,136 0,138 0,124 0,140 


In Tab. 1 ist ein Versuch wiedergegeben, in dem die Fiihig- 
keit der Dorschmuskulatur zur Lactacidogensynthese unter- 
sucht wurde. Die Technik dieses und der nichsten Versuche 
war folgende: 10 g Muskulatur, die von demselben Fische 





1) K. Abraham u. P. Cahn, Diese Zs. Bd. 141, 8.161 (1924). 

*) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 149, S. 259 (1924). 

*) G. Embden u. H. Jost, Deutsche med. Wochenschr. Jg. 51, 
S. 636 (1925). 
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stammte, der zu unserem ersten Versuche der Darstellung der 
Osazonverbindung (siehe S. 158) benutzt wurde, wurden mit je 
20 ccm Salzsaure von 4°/,, Wasser und 5°/,iger Quecksilber- 
chloridlésung nach Schenck gefillt (Bestimmung A: sofort 
vorhandene anorganische Phosphorsiure). Vier weitere An- 
sitze blieben unter Zusatz von 20 ccin einer 2°/,igen Natrium- 
bicarbonatlésung, welche m/1-Natriumfluorid enthielt, im Wasser- 
bade von 17° wihrend 1, 2, 4 und 8 Stunden stehen. Die 
hierbei erhaltenen Phosphorsiiurewerte gehen aus der ersten 
horizontalen Reihe der Tab. 1 hervor. Wie man sieht, betrug 
die urspriinglich vorhandene anorganische Phosphorsiuremenge 
0,444°/, (erste Vertikalreihe A-Wert). Nach dem Stehen in 
Natriumfluorid-bicarbonatlésung wahrend der eben angegebenen 
Zeiten war iberall eine Phosphorsiurezunahme von in den 
einzelnen Versuchen iihnlicher GréBe, nirgends also Synthese 
von Lactacidogen eingetreten. 

Neben der Phosphorsiure wurde auch die Milchsiure be- 
stimmt, wobei der sofort verarbeitete Ansatz verloren ging. 
Der Milchsiuregehalt der Muskulatur ist nach 1, 2 und 4Stdn. 
annihernd gleich geblieben, wobei die Doppelbestimmungen 
nach 4 Stunden nicht gut iibereinstimmen.') Nach 8 Stunden 
(ebenfalls mangelhafte Ubereinstimmung der Doppelbestim- 
mungen) ist vielleicht eine geringfiigige Vermehrung der Milch- 
siure eingetreten. 

Wie bereits oben S.158 erwiihnt wurde, gelangte der zu 
diesem Versuch verwandte Dorsch erst 3 Stunden nach der 
Tétung zur Verarbeitung, so daB bereits eine starke, mit ver- 
minderter Synthesefihigkeit verbundene ,,Alterung“ eingetreten 
sein konnte, 

In Tab. 2 ist deswegen ein ganz ihnlich angestellter Ver- 
such wiedergegeben, der an zwei grofen frisch getéteten Dorschen 
vorgenommen wurde. Der sofort vorhandene Gehalt an an- 


organischer Phosphorsiiure von 0,556°), stieg nach 2-stiindigem 


') Gerade die gelegentlich der vorliegenden Untersuchung beob- 
achteten Mingel der Milchsiurebestimmung fiihrten zu den in einer 
Mitteilung Embdens {[G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, §.297 (1925)| 
beschriebenen methodischen Verbesserungen. 
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Tabelle 2. 
Versuch 2. 16, IX. 1924. 
Dorsch, Sofort nach der Tétung verarbeitet. Versuchstemp. 17°. 














a Tet Se UF s fe ft eT 4 
m/1 = Nak Na 90/ ¥ Y 
a | ym PReCO. +24, Nate, Por tr ae 
+0,8°/, Glykogen | | 2 . 
4 Stdn. 4 Stdn. 1 Stde. | 2Stdn. 4 Stdn. 
in *, | 
| . 
—* {0,506 0,677] 0,607 0,463 0,529 0,542 | 0,525 
| 
| Milchsiiure ge 0,454] 0,464 0,418 ae | Sm | gis 
| 0,414 0,398 0,409 | 

















Stehen der zerkleinerten Muskulatur in 2°/,iger Natrium- 
bicarbonatlésung bei einer Temperatur von 40° auf 0,677°/, 
an (B-Wert). 4stiindiges Stehen in 2°/,iger Bicarbonatlésung 
bei der Temperatur der flieBenden Wasserleitung ergab einen 
erheblich geringeren Anstieg des Phosphorsiiuregehaltes(0,607 °/,). 
Aus den Reihen 5, 6 und 7 geht hervor, daB nach 1- bis 
4stiindigem Stehen in m/1l-Natriumfluoridlésung, die ohne 
Kohlenhydratzusatz nur mit 2°/,igem Natriumbicarbonat ge- 
puttert war, ein geringfiigiges Absinken des Phosphorsiure- 
gehaltes eintrat. Kin Ansatz (Reihe 4), der auBerdem 0,8°', 
Glykogen enthielt und 4 Stunden bei Wasserleitungstemperatur 
stehen blieb, zeigte ein wesentlich stirkeres Verschwinden von 
anorganischer Phcsphorsiure als der unmittelbar damit ver- 
gleichbare ohne Kohlenhydratzusatz angestellte und in Vertikal- 
reihe 7 wiedergegebene Ansatz. Jedoch ist auch hier noch 
die Lactacidogensynthese sehr viel geringfiigiger als unter 
dhnlichen Versuchsbedingungen in der Muskulatur von Kanin- 
chen und auch von Fréschen. Leider unterblieb in der 
Mehrzahl der folgenden Versuche der Zusatz von Glykogen 
bei den Natriumfluorid-Ansiitzen, so daB es einstweilen nicht 
zu entscheiden ist, ob die noch wiederholt beobachtete, auf- 
lillig geringfiigige Synthesefihigkeit frisch verarbeiteter Dorsch- 
muskulatur auf rasch nach dem Tode einsetzende alterungs- 
artige Verinderungen .der fiir die Synthese anscheinend ver- 
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antwortlich zu machenden Begleitkolloide des Lactacidogen- 
fermentes oder auf Mangel an zur Synthese geeignetem Kohlen- 
hydrat (oder auch auf beidem) beruhte. 

Die in der zweiten horizontalen Reihe wiedergegebenen 
Milchsaiurebestimmungen bieten keine Besonderheiten. In den 
Ansitzen ohne Fluoridzusatz ist deutliche Milchsiurebildung 
elngetreten, wobei unter den Bedingungen der B-Bestimmung 
weit mehr Phosphorsiure als Milchsiure frei geworden ist, 
ein Verhalten, das nach friiheren Feststellungen!) an der 
Kaninchenmuskulatur nur bei ausgesprochenem Kohlenhydrat- 
mangel zur Beobachtung kommt. In allen Versuchen mit 
Fluoridzusatz ist der Milchsiuregehalt anniihernd konstant ge- 
blieben.?) 

Tabelle 3. 
Versuch 8. 18. IX. 1924. 


Scholle. Sofort nach der Tétung verarbeitet. Muskulatur in Stickstoff. 
Versuchsdauer 2 Stunden. Versuchstemp. 17,5°. 














1 2 8 | 4 | 5 
NaF + 2°/, NaHCO, 
A B ; EE eT ee 
m/l | m/2 | m/10 
Phosphorsiiure °/, | 0,643 | 0,700 | 0,410 | 0,389 | 0,423 


0,413 0,476 0,315 | 0,338 0,366 


Milchsiaure °/ 
, ia 0,423 | 0,507 | 0,308 | 0,842 | 0,257 











Tab. 3 stellt das Ergebnis eines an einer kleinen Scholle 
unmittelbar nach der Tétung angestellten Versuches dar. Der 
Phosphorsiuregehalt steigt von dem Anfangswert (0,643°/,) 
unter den Bedingungen der Wirmestarre erheblich an (0,700°/,), 
2 stiindiges Stehen in wie gewodhnlich gepufferter Fluoridlésung 
verschiedener Konzentration fiihrt zu starkem Absinken des 


anorganischen Phosphorsiuregehaltes. Das Maximum der Lact- 





1) G. Embden, E. Schmitz und B. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 60 (1921). 

*) Die die Milchsiiurebildung hemmende Wirkung stiarkerer Natrium- 
fluoridlésungen wurde bereits friiher beschrieben (G. Embden, A. Abra- 
ham und H. Lange, Diese Zs, Bd. 136, S. 308 [1924)). 
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acidogensynthese (Absinken der anorganischen Phosphorsiure 
auf 0,389°/,, verschwundene Phosphorsiiuremenge 0,254°/,) trat 
in m/2-Lésung ein, doch war auch in m/1-Lésung die Synthese 
nicht wesentlich geringer. 

Sehr auffallig ist in diesem Versuch das Verhalten der 
Milchséure. Von einem bei etwa 0,42°/, gelegenen Anfangs- 
werte steigt sie unter den Bedingungen der B-Bestimmung 
erheblich an, sinkt aber in der Natriumfluoridlésung sehr stark 
ab, am stirksten in m/l-Lisung auf etwa 0,312°/,. Doch ist 
auch das Absinken in m/2- und in m/10-Lésung deutlich 
erkennbar. Dies Ergebnis ist um so bemerkenswerter, als die 
Versuche in einer Stickstoffatmosphire vorgenommen wurden. 
Allem Anschein nach handelt es sich hier um ein anaerobes 
Verschwinden von Milchsiure. Daf ein derartiger Vorgang 
méglich ist, wurde schon in lange zuriickliegenden Unter- 
suchungen von KEmbden, Schmitz und Meincke!) wahr- 
scheinlich gemacht, und weitere Anhaltspunkte hierfiir wurden 
seitdem immer wieder gewonnen. Die dem anaeroben Ver- 
schwinden zugrunde liegenden Vorgiinge bilden den Gegenstand 
einer im Gange befindlichen Untersuchung. 


Tabelle 4. 
Versuch 4. 18. IX. 1924. 
K6éhler (Gadus virens). Sofort nach der Tétung verarbeitet. 
Versuchsdauer 2 Stunden. Versuchstemp. 17,5°. 














1 2 : oa 7 oe 
NaF + 2°/, NaHCO, 
A B Se yearn a erent RRC E EN 
m/1 m/2 m/10 
Phosphorsiiure °/, 0,538 0,611 0,512 0,529 0,527 
Milchsiure °/, 0,210 0,333 0,198 0,183 0,195 
0,204 0,336 0,210 0,177 0,192 








Versuch 4 wurde an einem Gadus virens vorgenommen. 
Das Tier gelangte sofort nach der Tétung zur Verarbeitung. 
Nach einer Mitteilung, die wir Herrn Dr. Nordgaard ver- 


") G. Embden, E. Schmitz u. P. Meincke, a. a. O. S. 46ff. 
12* 
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danken, stirbt diese Fischart regelmaiBig sehr rasch nach 
der Entfernung aus dem Wasser ab. Wie aus einem Ver- 
gleich des Stabes 1 mit den Stiben 38, 4 und 5 _hervor- 
geht, ist in allen drei hier verwandten Fluoridkonzentrationen 
nur ein ganz geringfiigiges Absinken des anfanglich gefundenen 
Phosphorsauregehaltes nach 2 stiindigem Stehen bei 17,5° ein- 
getreten. 

Die duBeren Versuchsbedingungen sind mit denen des 
zuletzt besprochenen Schollenversuches, in dem es zum starken 
Verschwinden von Phosphorsiure kam, unmittelbar vergleichbar, 
und gewiB erscheint es naheliegend, die bei dem rascher ab- 
sterbenden Kohler weitaus geringere Lactacidogensynthese mit 
einer rascher eintretenden alterungsartigen Verinderung von 
Muskelkolloiden in Zusammenhang zu bringen. Leider labt 
sich aber die Méglichkeit nicht ausschlieBen, daB einfach ein 
unzureichender Glykogenvorrat in dem am Kohler vorgenommenen 
Versuch das schwichere Verschwinden der Phosphorsaure be- 
dingte, da die Natriumbicarbonatlésung kein Glykogen enthielt. 

Im Gegensatz zu dem deutlichen Verschwinden der Milch- 
siure in dem an der Scholle vorgenommenen Versuch 3 zeigt 
Versuch 4 nur eine angedeutete Milchsiureverminderung in 
m/2-Fluoridlésung. 

Versuch 5 wurde wiederum an Schollenmuskulatur vor- 
genommen. Kin Teil derselben wurde in frischem Zustande 
zu den einzelnen Ansitzen verwendet, ein anderer Teil blieb 
zerkleinert wihrend 2 Stunden stehen und gelangte erst dann 
zur Verarbeitung. Wir besprechen zuerst die an frisch ver- 
arbeiteten Material gewonnenen Ergebnisse. 

Der Anfangsphosphorsiiurewert von 0,453°/, steigt unter 
den Bedingungen des B-Versuches auf 0,563°/, an. 2 stiindiges 
Stehen unter Zusatz von gepufferter Natriumfluoridlésung: in 
m/1-Konzentration (Stab 6) fiihrt zu deutlichem Absinken des 
Phosphorsaurewertes (0,388°/,), das durch Zusatz von 0,8°/, 
Glykogen verstarkt wird (0,348°/,, Stab 4). Durch Zusatz von 
Natriumlactat, entsprechend etwa 0,4°/, der angewandten Mus- 
kulatur (Stab 5) wird dagegen keine Verstirkung der Lact- 
acidogensynthese in m/1-Fluorid erreicht. In einigen der 
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Tabelle 5. 


Versuch 5. 


22. IX. 24. 


Scholle. Sofort nach der Tétung verarbeitet. Muskulatur in Stickstoff. 


Versuchsdauer 2 Stunden. 


Versuchstemp. 17 Stunden. 























if 2? [*[+]s felts 
mit ieeas Bes NaF + 2°/, NaHCO, 
A | Milech- | B |Ze2¢/225 
siiure- ao Ds — centas : 
zusatz a 2sr| ger m/1 | m/2 | in/3 





| 


In °/, der Muskulatur. 
I. frisches Material. 

Vhosphorsiure | 0,453 0,448 | 0,563] 0,348 | 0,398 | 0,388 | 0,427 | 0,401 
0,375 0,840 | 0,492] 0,330 | 0,786 | 0,386 | 0,348 | 0,360 
0,378 | 0,852 | 0,504] 0,312 | 0,798 | 0,390 | 0,354 | 0,360 





Milchsiure 


IJ. 2 Stunden gealtertes Material. 


Phosphorsiure | 0,531 _ — 0,461 | 0,477 | 0,507 0,512 0,504 
ace. | 0,540 _ 0,597 | 0,879 | 0,549 0,570 0,546 
Milchsture | o'55g | [1,018] 0,594 | 0,864 | 0,564 0,558 , 0,540 





Kinzelversuche, namentlich in dem mit m/1-Fluoridlésung unter 
Zusatz von Glykogen und Milchsiure vorgenommenen zeigt 
sich ein freilich nicht sehr betrichtliches Verschwinden von 
Milchséure (vgl. Stab 1 mit Stab 4, Stab 2 mit Stab 5). 
Nach 2stiindigem Stehen der zerkleinerten Muskulatur ist 4, 

der A-Wert stark angestiegen. In dem ohne Zusatz von Gly- 
kogen vorgenommenen Fluoridversuch findet nur noch ein ganz 
geringfiigiges Verschwinden von Phosphorsiure statt (Stabe 
6—8). Aber auch im Versuch mit Glykogenzusatz (Stab 4) 
ist die Synthesefahigkeit stark herabgesetzt. Auffallig er- 
scheint es, daB am gealterten Material auch Milchsiurezusatz 
zu einer deutlichen Verstirkung des Verschwindens der 
Phosphorsiiure fiihrt (vgl. die Stabe 5 und 6).') Leider gingen 
am gealterten Material die A-Milchsiurebestimmungen unter 
Lactatzusatz verloren. Als Summe des nach der Alterung 
gefundenen Milchsiurewertes (Stab 1) und der zugesetzten 








1) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, 8. 196 (1924). 
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Milchsiure berechnet betrug sie, auf die Muskulatur bezogen. 
1,01°/,. Nach 2 stiindigem Stehen mit gepufferter m/1-Fluorid- 
lésung wurde in derjenigen der beiden Doppelbestimmungen, 
die das hodhere Resultat lieferte, nur 0,879°/, gefunden, 
so dab also eine nicht unerhebliche Milchsiuremenge ver- 
schwunden war. 

Aus dem eben geschilderten Versuch geht vor allem hervor, 
da8 Schollenmuskulatur, welche in zerkleinertem Zustande 
wihrend 2 Stunden aufbewahrt war, eine deutliche Ver- 
minderung der synthetischen Phosphorsiéurebeseitigung auch 
bei Glykogenzusatz zeigt; die gealterte Schollenmuskulatur 
wird dadurch der frischen Dorschmuskulatur in ihrem Ver- 
halten &hnlich. 

In den zwei letzten, wiederum am Dorsch und Kohler vor- 
genommenen Versuchen der Reihe, in welchen wir nur das 
Verhalten der Phosphorsiiure untersuchten, und auf deren ge- 
naue Wiedergabe wir verzichten, zeigte sich, daB das 2 Stunden 
in zerkleinertem Zustand gealterte Material in keiner der an- 
gewandten Fluoridkonzentrationen anorganische Phosphorsiure 
zum Verschwinden brachte, wihrend das am frischen Materia! 
wenigstens in einzelnen Fluoridlésungen der Fall war. 


Zusammenfassung. 


1. Aus der Muskulatur des rasch nach der Entfernung 
aus dem Wasser absterbenden Dorsches la8t sich die charak- 
teristische Osazonverbindung des Lactacidogens sehr viel schwie- 
riger und nur in geringerer Menge gewinnen als aus der beim 
Aufenthalt in Luft lange Zeit iiberlebenden Scholle. 

Ks wird die Vermutung ausgesprochen, daB zwischen dem 
raschen Verschwinden des Lactacidogens aus der Dorsch- 
muskulatur und dem raschen Absterben des Dorsches in Luft 
ein ursiichlicher Zusammenhang besteht. 

2. Die Muskulatur des Dorsches bringt auch bei der 
Untersuchung in denkbar frischem Zustande anorganische 
Phosphorsiure nur in geringem Umfang durch Synthese zu 
Lactacidogen zum Verschwinden. Zusatz von Glykogen, der 
am Dorsch leider nur in einem einzigen Versuche vorgenommen 
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wurde, verstarkt zwar die Lactacidogensynthese, doch bleibt 
sie auch unter diesen Umstiinden geringfiigig. Demgegeniiber 
zeigt frisch untersuchte Schollenmuskulatur ein nicht un- 
erhebliches Vermégen anorganische Phosphorsiure zum Ver- 
schwinden zu bringen, das durch Zusatz von Glykogen noch 
cesteigert werden kann. 

Ks liegt nahe, diesen Befund ebenso wie das anscheinend 
raschere Verschwinden des Lactacidogens aus der Muskulatur 
des Dorsches mit einem rascheren Verlauf des Alterungs- 
vorgange an den Muskelkolloiden dieses Fisches in Zusammen- 
hang zu bringen. 

Vielleicht wird also das raschere Absterben der letzt- 
genannten Fischart in Luft gerade durch eben diese raschere 
Alterung seiner Muskulatur bedingt. Hieriiber wiirden weiterhin 
anzustellende und auch auf andere Fischarten auszudehnende 
Versuche unter ausreichendem Glykogenzusatz vielleicht Auf- 
schluB geben.') 

3. Sehr auffillig ist es, daS in einem Teil unserer Ver- 
suche unter Fluoridzusatz und gerade auch in den modglichst 
streng anaerob vorgenommenen, ein nicht unerhebliches Ver- 
schwinden von Milchsiure zur Beobachtung gelangte. Wir 
bitten die Fachgenossen, uns die weitere Verfolgung dieses 
letzteren Befundes einige Zeit iiberlassen zu wollen. 


1) Siehe die nachfolgende Arbeit von G. Martino. 











Unterschiede im chemischen und biologischen Verhalten 
lebensfrischer Muskulatur verschiedener Fischarten. 


Il. Mitteilung. 


Untersuchungen an Sif wasserfischen. 


Von 
(. Martino. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1926.) 


In der vorangehenden Arbeit von Embden, Deuticke, 
Lehnartz und Perger!) konnte wahrscheinlich gemacht werden, 
daB der aus der Muskulatur gewonnene Brei verschiedener 
Meeresfische in sehr verschiedenem Grade befihigt ist, unter 
der Einwirkung von Fluornatrium anorganische Phosphorsiure 
mit Kohlehydrat zu paaren, und zwar schien es, als ob die 
Muskulatur des rasch nach der Entfernung aus dem Wasser 
sterbenden Dorsches ein schwicheres Synthesevermégen besitzt 
als diejenige der in Luft lange Zeit iitberlebenden Scholle. 

Die genannten Autoren sprachen auf Grund ihrer Ver- 
suche die Vermutung aus, daB das rascheré Absterben ge- 
wisser Fischarten eben durch die schneller sich vollziehenden 
Alterungsvorgiinge in ihrer Muskulatur bedingt ware. Doch 
hafteten ihren Versuchen noch gewisse methodische Mangel 
an, die ihre Deutung erschwerten. 

Ich habe daher auf Veranlassung von Prof. Embden die 
Untersuchungen von Embden, Deuticke, Lehnartz und 
Perger auf zwei SiiBwasserfische ausgedehnt, deren biologisches 
Verhalten nach ihrer Entfernung aus dem Wasser sich in 


') G. Embden, H.J. Deuticke, E. Lehnartz, u. H. Perger, 
Diese Zs. Bd. 162, S. 155 (1927). 
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charakteristischer Weise unterscheidet. Als Beispiel eines rasch 
in Luft absterbenden Fisches wahlte ich die Bachforelle, als 
Beispiel eines lingere Zeit iiberlebendenden den FluBkarpfen. 


Methodisches. 


Die Methodik lehnie sich im allgemeinen an die der voran- 
stehenden Arbeit an. 

Die Fische wurden in Wasser ins Institut transportiert 
und bis zu ihrer Tétung einige Stunden in einem mit Sauer- 
stoff durchperlten Bassin aufbewahrt. Sie befanden sich vor 
der Tétung durch Dekapitation stets in frischem Zustande. 

So rasch wie mdglich wurde eine fiir die Versuche aus- 
reichende Muskelmenge priipariert und auf einer eisgekiihlten 
Glasplatte unter griindlicher Durchmischung mit der Schere 
zerkleinert. 

Die weitere Verarbeitung geschah in der friiher geschil- 
derten Weise’) derart, daB die Ansitze des frischen Materials 
sewohnlich 2—6 Minuten nach dem Tode des Tieres sich in 
den Versuchslésungen befanden. Gelegentlich dauerte die Vor- 
bereitung auch linger, was in den tabellarischen Zusammen- 
stellungen der Versuche vermerkt ist. 

Zu jedem einzelnen Ansatz wurde etwa 1g Muskulatur, 
der in 5ccm der Versuchslésung unter vorsichtigem Schiitteln 
suspendiert wurde, verwendet. Nach ihrer analytischen Wigung 
wurden die GefiiBe in ein Wasserbad von der Temperatur des 
strémenden Leitungswassers (183—15°) versenkt. Stets wurden 
die Versuche nach 2 Stunden durch Zusatz von 4°/,iger Salz- 
siure unterbrochen. Die Fiillung nach Schenck und die 
Bestimmung der Phosphorsiure geschah ganz in der friher 
geschilderten Weise. ’) 

Immer wurde neben dem zu Versuchsbeginn vorhandenen 
Gehalt des Muskelbreis an anorganischer Phosphorsiure (Be- 
stimmung A), auch diejenige Phosphorsiuremenge bestimmt, die 





1) z.B. G.Embden u. E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 242 
(1924) 
*) G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 138 (1921). 
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nach 2stiindigem Stehen in einer 2°/,igen Bicarbonatlésung 
bei einer Temperatur von 40—45° aufgetreten war. 


Neben den Bestimmungen am frischen Muskelbrei wurden 
stets auch solche an dem gleichen Brei nach verschieden langem 
Stehen auf einer eisgekiihlten Glasplatte ausgefiihrt. Der Muskel- 
brei war hierbei zur Vermeidung yon Wasserverlust mit einer 
Glasschale bedeckt. Diese Versuche werden in folgendem kurz 
als Versuche am ,gealterten Material“ bezeichnet werden. 

Immer enthielten die verwendeten 5ccm Fluoridlésung 
2°), Natriumbicarbonat und 0,4°/, Glykogen oder gekochte 
Weizenstirke, welche als Kohlenhydrat bei derartigen Ver- 
suchen dem Glykogen annihernd gleichwertig ist. 

In einer Reihe von Fallen habe ich auBer Versuchen am 
Muskelbrei auch solche am MuskelpreBsaft vorgenommen. 
Der PreBsaft wurde in frither éfters geschilderter Weise?!) unter 
Verwendung der Organsaftpresse von H. H. Meyer und mittels 
der Buchnerpresse gewonnen. 

Je 4ccm des Prefsaftes wurden mit dem gleichen Vo- 
lumen der Versuchslésungen, die in ihrer Zusammensetzung 
nicht von derjenigen der Breiversuche abwich, versetzt, und 
im iibrigen genau in der gleichen Weise wie die Breiversuche 
weiter verarbeitet. 

In einer Reihe von Fillen bestimmte ich den Glykogen- 
gehalt in méglichst frischem Muskelbrei unter Verwendung des 
Bangschen Mikroverfahrens in der von J. Weber im hiesigen 
Institut ausgearbeiteten Form.) j 

Ferner nahm ich einige Milchsiurebestimmungen unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen vor. Die Bestimmungen 
wurden nach von Firth-Charnas ausgefihrt und zwar genau 
in der von Hirsch-Kaufmann’*) und von Embden’‘) ge- 
schilderten Weise. 


' G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 141, 8S. 227 
(1925). 

*) J. Weber, Diese Zs. Bd. 145, S. 101 (1925). 

*) H. Hirsch-Kaufmann, Diese Zs. Bd. 140, S, 25 (1924). 

*) G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, 8. 297 (1925). 
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Versuchsergebnisse. 


In der Tab. 1 sind die Ergebnisse der an der Forelle 
ausgefiihrten Versuche zusammengestellt, soweit sie das Ver- 
halten der Phosphorsiure betreffen. 

Wir wenden uns zuniichst den am Muskelbrei gewonnenen 
Resultaten zu, die in den Vertikalreihen 1—9 niedergelegt sind. 

Der sofort vorhandene Phosphorsiuregehalt (A) geht aus 
der Vertikalreihe 1 hervor, der nach 2 stiindigem Stehen des 
Muskelbreis bei 40—45° unter den oben angegebenen Be- 
dingungen ermittelte aus Stab 2 (B). Wie man sieht, ist der 
Phosphorsiiurewert am frischen Material, der zwischen 0,55 °/, 
und 0,77°/, liegt, iiberall ein im Vergleich zu anderen Tier- 
arten recht hoher. Dies stimmt mit der im hiesigen Institute 
vielfach gemachten Erfahrung iiberein, daB rasche Muskeln 
durch einen hohen Gehalt an anorganischer Phosphorsiiure 
ausgezeichnet sind. Freilich liBt es sich nicht ausschlieBen, 
daB schon bei der Zerkleinerung eine Abspaltung von Phos- 
phorsiure aus Lactacidogen erfolgte. 

Nach dem Stehen des Muskelbreies unter den Bedingungen 
der Warmestarre trat iiberall eine starke Vermehrung der 
Phosphorsiure auf. Die Steigerung des Phosphorsiuregehaltes 
betrug fast stets mehr als 0,1°/, der Muskulatur. 

Fir die Syntheseversuche am frischen Material wandte ich 
Fluoridlésungen in Konzentrationen von m/2, m/10 und m/100 
an, wie im einzelnen aus den vertikalen Stiben 3—5 ersichtlich 
ist. Fast iiberall wurde wenigstens in den beiden stirkeren 
Fluoridkonzentrationen eine deutliche, meistens sogar eine sehr 
betrachtliche Verminderung der anorganischen Phosphorsiure 
erzielt, wobei sich m/2-Fluoridlésung entweder als starker oder 
als ebenso wirksam wie m/10-Lésung erwies. Im Versuch 2 trat 
auch am frischen Material nur ein sehr geringfiigiges Ver- 
schwinden von anorganischer Phosphorsiiure ein. Wir werden 
gerade auf diesen Versuch spiter zuriickkommen.') Aus den 


1) Die untereinander stehenden Zahlen im Stab 4 der Versuche 1 
und 2 geben die Resultate von Doppelbestimmungen wieder, die von 
vornherein getrennt angesetzt wurden. 
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| 

Tabelle 1. _ 

Alleles t=wta@¢ 2s | 7 s&s | + iBe 
Phosphorsiure-(H,PO,)-Gehalt in °/, des Muskelbreis 














Frisches Material | Gealtertes Material 


Versuchs-Nr. 


Nach 2 stiindigem Aufenthalt in Natriumfluorid 
A | B hinletnieiniptaas Se ate ae ee acecsnaca 
| m/2 | m/10 | m/100 m/10 
| | 90 Min, | 25 Min, | 81 Min, | 47 Min. 
1') |0,7734 0,9149 0,4458 0,4595 0,7075 | 0,5076 | 0,5440 | 0,6033  0,6192 








0,4595 

27 Min. 38 Min. | 48 Min. 
2°) |0,6469 0,8270 0,6253 66215) — | 06705 0,7724  — 0,7326 

0,6240 | 


35) 10,5499 09,6708 0,3865 0,4790 0,5924 ~ we te a 


21 Min. | 36 Min. | 51 Min. | 66 Min. 


4*) 10,5785 0,6630 — 10,5724 —_— 0,6289 | 0,6486  0,6248 | 0,6441 
m/2 

22 Min. | 37 Min. 67 Min, 

5°) 10,6383 0,7515 0,5593 _— 0,6170 | 0,6449 — 0,6687 

| 

| 45 Min. 55 Min. 75 Min. 

6°) 10,5556 0,7078 0,4965, — _ — | 0,6156 0,5886  0,6139 
m/10 

14 Min. 32 Min. | 46 Min. | 60 Min. 

7) 10,5732 0,6618 0,4168 | 0,4850 ~ 0,5761 0,5734 | 0,5711 0,6185 


21 Min. 36 Min. | 51 Min. | 62 Min. 
8*) |0,6170 0,7496 0,4521 05032 — | 0,6486  0,6560-| 0,6824 | 0,7131 


26 Min. 33 Min. | 40 Min. 
9°) 10,6179 0,7332 0,4473 0,4453 — 0,6057 0,6093 | 0,6141 = 
0,4114 | 




















1) Das frische Material wurde 5Minuten nach dem Tode verarbeitet, 
Glykogenzusatz 0,4°/,. Glykogengehalt des Muskelbreies: 0,18, 0,17 °/). 

*) Das frische Material wurde 12 Min. nach dem Tode verarbeitet. 
Glykogenzusatz 0,4°/,. Glykogengehalt des Muskelbreies: 0,14 °/). 

*) Weizenstiirkezusatz 0,4°/,. Glykogengehalt des Muskelbreies: 
0,17, 0,16 °/,. 

) Das frische Material wurde im Breiversuch 6 Min., im PreBsaft- 
versuch 37 Min. nach dem Tode verarbeitet. Weizenstirkezusatz 0,4 °/). 

°) Frisches Material im Breiversuch 7 Min., im PreBsaftversuch 
31 Min. nach dem Tode verarbeitet. Weizenstiirkezusatz 0,4°/,. 
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Forelle. 
10 | um | we [is | i] is | ie | it | is | 19 
Phosphorsiiure-(H,PQ,)-Gehalt in °/, des MuskelpreBsattes 
‘Frisches Material - Gealtertes Material — 
A ‘ Nach 2 altinitbeon Anfomthalt in Natetanansia: in 





0,6636 0,7068 | 0,4908 


m/2 | m/10 0/100 | m/10 


0,5460 0,6303, — _ 


52 Min. | 67 Min. | 82 Min. |108 Min. 











0,1574 | 0,7699/ — 0,7210 — | 0,7302 | 0,7203 | 0,7160 | 0,7284 | — 
46 Min. | 65 Min. | 95 Min. | 
0,7500 0,8899 0,61909 — — |0,6176 | 061909 | — | 06232 | — 
} m / 2 
77 Min. | 92 Min. 104 Min. 
we - wi | om vn — | 0,6586 | 0,6785 | 0,6643 




















6) Frisches Material im Breiversuch 6 Min., im PreBsaftversuch 
59 Min. nach dem Tode verarbeitet. (Der durch die Fleischhackmaschine 
gewonnene Muskelbrei wurde zuerst 45 Min. in einer eisgekiihlten Por- 
zellanschale der Alterung iiberlassen.) Weizenstiirkezusatz 0,4°/). 





’) Frisches Material 2—-3 Min. nach dem Tode verarbeitet. Weizen- 
stiirkezusatz 0,4°/,. 

8) Frisches Material 3—4 Min. nach dem Tode verarbeitet. Weizen- | 
stiirkezusatz 0,4°/,. 

*) Frisches Material 3—-7 Min. nach dem Tode verarbeitet. Weizen- 
stiirkezusatz 0,4°/,. 





178 G. Martino, 


Vertikalstiiben 6—9 geht das Verhaiten vom Forellenmuskelbrei 
hervor, welcher nicht im frischen Zustande, sondern nachdem er 
eine gewisse Zeit auf einer eisgekiihlten Glasplatte aufbewahrt 
worden war, mit Fluoridlésungen, deren Konzentration bei den 
einzelnen Versuchen angegeben ist, versetzt wurde. Natiirlich 
enthielten diese Fluoridlésungen stets die oben angegebenen 
Mengen Natriumbicarbonat und Glykogen oder Weizenstirke. 

Bei jedem einzelnen Ansatz ist iiber den in den Reihen 6—9 
verzeichneten Versuchsergebnissen die Dauer der Alterung in 
Minuten angegeben.') Im Versuch! sank, wie wir oben sahen, 
am frischen Material der Posphorsiuregehalt von 0,77°/, in 
m/10-Fluoridlésung auf etwa 0,46°/, ab. 20 Minuten langes 
Aufbewahren des Breies fiihrte zu einer erheblichen Vermin- 
derung seiner Synthesefahigkeit, so daf& am Schlusse des Ver- 
suches noch 0,51°/, Phosphorsiure vorhanden waren. Diese 
Abschwiichung der Synthesefihigkeit nahm nach 25, 31 und 
47 Minuten weiter zu, wie im einzelnen aus den Kolonnen 7 
bis 9 hervorgeht. In allen iibrigen Versuchen zeigte der 
Muskelbrei nach dem Aufbewahren iiberhaupt kein oder doch 
nur ein ganz geringfiigiges Vermégen, anorganische Phosphor- 
siure zum Verschwinden zu bringen, ja Ofters trat in Fluorid- 
lésung eine Vermehrung der Phosphorsiiure ein. In den Ver- 
suchen 2 und 4 war auch am frischen Material nur eine ganz 
geringfiigige (Versuch 2) oder iiberhaupt keine auBerhalb der 
Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Synthese eingetreten 
(Versuch 4). Im Versuch 2 verstrichen 12 Minuten bis zur 
Versenkung des ,,frischen“ Materials in Fluoridlésung, im Ver- 
such 4 6 Minuten. Vielleicht hingt das mangelnde Synthese- 
vermégen des frischen Materials mit dieser im Verhiltnis zu 
den meisten anderen Versuchen relativ langen Dauer der Ver- 
suchsvorbereitung zusammen. Fast ausnahmslos nahm mit der 
Dauer der Alterung die Menge der gefundenen anorganischen 
Phosphorsiiure immer mehr zu. 


1) Ich lieB hierbei den Muskelbrei zum Teil nur ganz kurze Zeit 
altern, wozu ich durch die Ergebnisse einer unveréffentlichten von Ger- 
hard Schmidt am Kaninchen vorgenommenen Untersuchung angeregt 
wurde. 
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Wir sehen also, daB bei der Forelle schon kurzes Altern 
des Muskelbreies (14-25 Minuten) geniigte, um die am 
frischen Material vorhandene Synthesefihigkeit weitgehend 
abzuschwichen, ja in fast allen Versuchen vollstindig zu be- 
seltigen. 

Kinige Male habe ich auBer am Muskelbrei auch Ver- 
suche am Muskelprefsaft vorgenommen. 


In fritheren Versuchen von Embden und Haymann}?), 
sowie von Kmbden und Zimmermann’) hatte gerade der 
PreBsaft ein besonders starkes Synthesevermégen gezeigt. 


In den Reihen 10 und 11 ist der Phosphorsiuregehalt 
des PreBsaftes méglichst bald nach seiner Gewinnung (A) und 
nach 2stiindigem Stehen bei 40—50° unter den oben fiir 
den Muskelbrei geschilderten Bedingungen angegeben. Man 
sieht, daB itiberall sowohl die A- wie die B-Werte des Preb- 
saftes wesentlich héher als die des Breies sind, die Differenzen 
zwischen den eben genannten Werten aber viel geringer. Der 
frisch gewonnene PreBsaft zeigte, mit dem gleichen Volumen 
F luorid—Glykogen—Bicarbonatlésung versetzt, nach 2 stiindigem 
Stehen bei der Temperatur der Wasserleitung in vier iiber- 
einstimmenden Versuchen deutliche Fahigkeit zur Lactacidogen- 
synthese. Eine Abschwichung der Synthesefaihigkeit nach Auf- 
bewahren des PreBsaftes war im Gegensatz zu den in Breiversuchen 
gemachten Beobachtungen nicht erkennbar. In Versuch 6 zeigte 
der aus der 45 Minuten (allerdings unter Eiskiihlung) gealterten 
Muskulatur hergestellte PreBsaft noch deutliches Synthese- 
vermoégen, wihrend der auf einer eisgekiihlten Glasplatte auf- 
bewahrte Brei nach der gleichen Zeit keine Synthesefaihigkeit 
erkennen lieB. Freilich liegen die fiir die anorganische Phos- 
phorsiure gewonnenen Endwerte in den PreBsaftversuchen fast 
iiberall erheblich tiber den in den Breiversuchen erhaltenen, 
und auch sonst sind die Bedingungen meiner Breiversuche und 
meiner PreBsaftversuche so wenig gleichartig, daB ich auf die 


1) G. Embden u. C. Haymann, Diese Zs. Bd. 137, S. 154. 
2) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 141, S. 227 
(1925). 
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moéglichen Ursachen des verschiedenen Verhaltens von PreBsaft 
und Brei nicht weiter eingehen michte. 

Aus Tab. 2 sind die an der Karpfenmuskulatur gewonnenen 
Ergebnisse ersichtlich, Aus Reihe 1 geht hervor, daB bei 
diesem in seinen Bewegungen langsameren Fisch die sofort 
beobachteten Werte der anorganischen Phosphorsiiure wesentlich 
niedriger als bei der Forelle liegen. Die Unterschiede zwischen 
den A- und B-Werten sind dagegen von ahnlicher GréBe wie 
bei der Forelle. Am frischen Material tritt unter den gleichen 
Bedingungen wie bei den Forellenversuchen iiberall deutliches 
Verschwinden von anorganischer Phosphorsiure auf, das in 
einigen Versuchen (Versuche 10 und 15) sehr viel stirker, in 
andern Versuchen aber von ihnlicher GréBe wie bei der 
Forelle ist. 

Wurde der Karpfenmuskelbrei unter gleichen Bedingungen 
wie jener aus Forellenmuskel aufbewahrt, so zeigte er im 
nachfolgenden Fluoridversuche ein von dem der Forellen- 
muskulatur durchaus abweichendes Verhalten. Wihrend nimlich, 
wie wir sahen, Forellenmuskelbrei anorganische Phosphorsiure 
nach 20—30 Minuten langem Aufbewahren auf der eisgekiihlten 
Glasplatte mit einer einzigen Ausnahme iiberhaupt nicht oder 
nur in ganz geringem Grade zum Verschwinden brachte, ist nach 
15—30 Minuten langem (und zum Teil auch nach noch lingerem) 
Aufbewahren von Karpfenmuskelbrei die Synthesefaihigkeit meist 
nur wenig vermindert. So sank z. B. im Versuche 11 die Phos- 
phorsiure von einem etwa 0,43°/, betragenden A-Werte in 
m/10-Fluoridlésung bei Verwendung frischen Materials auf 
0,35°/, ab. Am 14 Minuten und 20 Minuten aufbewahrten 
Material (Reihen 6 und 7) war die Synthesefihigkeit fast véllig 
erhalten und auch nach 32 Minuten nur wenig vermindert. 
Im Versuch 12 zeigt der 20 Minuten aufbewahrte Muskelbrei 
nur eine geringe Abschwichung seines Synthesevermégens, 
auch noch nach 34 Minuten ist dieses noch fast véllig erhalten, 
wihrend nach 85 Minuten langer Alterung kaum noch Synthese 
eingetreten ist. Im Versuch 13 hatte die von vornherein 
geringe Synthese nach 31 Minuten langem Aufbewahren des 
Muskelbreies kaum eine Abschwichung erfahren, wihrend sie 
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nach 55 Minuten voéllig ausblieb. Aus Versuch 14 geht hervor, 
daB 2stiindiges Aufbewahren auch beim Karpfenmuskelbrei 
zu volliger Vernichtung der Synthesefahigkeit fiihrte, ja, die 
hier gewonnenen Ergebnisse waren dem B-Werte (Reihe 2) 
nahezu gleich, wobei unentschieden bleiben muBb, wie weit die 
Lactacidogenspaltung schon wihrend des einfachen Auf bewahrens 
des Muskelbreies auftrat. Aus den Versuchen 15—17 geht 
ebenfalls hervor, dab die Abschwiichung der Synthesefihigkeit 
am Karpfenmuskel weitaus langsamer als am Forellenmuskel 
eintritt. Im Versuch 15 war sie selbst nach 100 Minuten 
langer Alterung noch deutlich erhalten. 

Es kann also kein Zweifel dariiber bestehen, daB der 
Muskelbrei der rascher nach ihrer Entfernuig aus dem Wasser 
absterbenden Forelle weitaus schneller, als jener des linger 
itberlebenden Karpfens die Fahigkeit zur Synthese von Hexose- 
phosphorséure einbiiBt, ein Verhalten, das durchaus mit dem 
in der voranstehenden Arbeit von Embden, Deuticke, 
Lehnartz und Perger gewonnenen Ergebnisse iibereinstimmt. 

Nur kurz sei auf die am KarpfenmuskelpreBsaft erhaltenen 
Resultate hingewiesen. Uberall zeigte sich hier sowohl am 
frischen wie am aufbewahrten Material deutliche Synthese- 
fihigkeit. 

In den bisher besprochenen Muskelbreiversuchen wurde 
der Ausgangsphosphorsiiurewert (A) nur am frischen Material 
ermittelt. In zwei weiteren Versuchen, die in méglichst gleich- 
artiger Weise an der Forelle und am Karpfen angestellt wurden, 
habe ich auBber am frischen Muskelbrei auch am gealterten 
die A-Werte festgestellt (Tab. 3). Aus einem Vergleich der 
Vertikalreihen 1 und 5, sowie 8 und 12, geht hervor, da’ 
wihrend 20 Minuten langem Aufbewahren von Forellenmusku- 
latur auf eisgekiihlter Glasplatte iiberhaupt keine merkliche, 
bei der Karpfenmuskulatur nur eine geringfiigige Vermehrung 
des Phosphorsiiuregehaltes eintrat. Das frische Material zeigte 
sowohl bei der Forelle wie beim Karpfen unter Fluorid- 
einwirkung Verschwinden anorganischer Phosphorsiure, das 
bei der Forellenmuskulatur in m/2-Fluoridlésung, bei der 
Karpfenmuskulatur in m/10-Lisung stiirker war. Nach 20 Mi- 
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Tabelle ». 
1 2 3 4 oie | a fe Ts 
c Phosphorsiure-(H,PO,)-Gehalt in °/, des Muskelbreies 
< Frisches Material | Gealtertes Material 
S ‘ Nach 2 stiindigem Aufenthalt in Natriumfluorid 
| B 
m/2 | m/10  m/100 m/10 
101)] 0,8070 0,4850 0,1156 0,1168]0,1203| — oo | 
| 14 Min. | 20 Min. | 32 Min. | 
11*)]0,4277 00,5240 —- | 0,3536 0,3654 0,36380 | 0,3794 | 
| | | 
| 
20 Min. 34 Min. | 85 Min. | 
12°) 10,4844 0,5396 0,4157| — | 0,4319 0,4847| — 0,4778 | 
mt | 
| | 31 Min. 55 Min. | | 90 Min. | 
134)|0,3507 0,4743 0,3227) — 0,3388 0,3510 | = — =| 0,355 | 
| m/2 | m/10 | | 
| 120 Min, | 
14°)|0,3961 0,4893 0,2870 | 0,2972| - 0,4631 | 0.4730 | — 
m/10 
| 15 Min. 45 Min. 62 Min. 100 Min 
15°) 10,3666 0,4281 0,1630  0,1305 0,1512 0,1891 0,1802  0,2501 
| 33 Min 59 Min. 89 Min. | 119 Min. 
16*)]0,8400 0,4312 0,2778 0,2577 0,2816 | 0,3101 | 0,4270 | 0,3990 
| 31 Min. 51 Min.| 64Min. 80 Min| - 
175) ] 0,3233 0,5933 0,2202 0,2376! — | 0,2580 | 0,3402 | 0,8415  0,3656 | © 








1) Weizenstiirkezusatz 0,4°/). 
2) Frisches Material im Breiversuch 6 Minuten nach dem Tode ver- 
arbeitet. Glykogenzusatz 0,4°/,. Glykogengehalt des Muskelbreies = 0,19°/,. 
8) Frisches Material im Breiversuch 6 Minuten nach dem Tode 
verarbeitet. Glykogenzusatz 0,3°/9. Glykogengehalt des Muskelbreies = 
0,16; 0,17°,. 
‘) Frisches Material im Breiversuch 8 Minuten nach dem Tode, im 
Prefisaft 26 Minuten nach dem Tode verarbeitet. Weizenstarkezusatz 0,4 °/,. 
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. Karpfen. 
— — a 7 a . 7 
40 11 «|| 12 13 14 | 15 | 16 
Phosphorsiure (H,PO,)-Gehalt in °/, des MuskelpreBsaftes 
Frisches Material Gealtertes Material 
Nach 2 stiindigem Aufenthalt im Natriumfluorid 
\ Bb ; — Ss ais 
m/2 m/10 m/100 m/2 
0,3926 0,4917 | 0,2730 0,3303  0,8420 
14779 | 0,5178 | 0,3136  —0,3378 7 
| | 
Min | | 
778 | 506 0,5687 || 0,4094 0,4681 : = 
| 4 | 
| | 
Min. | | 54 Min. | 84 Min. 
TeT0T9) | 0,490) 0,5510 0,3420 0,3516 0,3470 
| m/2 m/10 
| 140 Min. 
04684 0,5021 | ~ 0,4126 0,4126 
| 
1501 | 
) Min. | 
399() = _ 
) Min. 
36D ‘ e 

















°) Frisches Material im Breiversuch 8 Minuten nach dem Tode ver- 
arbeitet. PreBsaft aus gealtertem Muskelbrei. Weizenstiirkezusatz 0,4°/,. 
®) Frisches Material 2—3 Minuten nach dem Tode verarbeitet. 





Weizenstirkezusatz 0,4°/). 
‘’) Frisches Material 4 Minuten nach dem Tode verarbeitet. Weizen- 


stirkezusatz 0,4°/,. 


*) Frisches Material 4 Minuten nach dem Tode verarbeitet. Weizen- 


stiirkezusatz 0,4 °/). 


13* 









































~ “w a —~ ret - ~ PS ood ne | ce | S2 patong ~— a. — wi a —] Lf 
LPORL EP ARR ALES WARMER A eho E . 
= REa crs potncrs guests Can ‘ sin xttepeslnaincasiss ane T qaecss vaecarsaneste 
| 2 3 4 5 G | i 
A Sofort nach dem Tode Nach 20 Minuten 
Versuchs- a : 5 | ai 
material 5 | | Nach 2 stiindigem Stehen | Nach 2 stiindigem Stehen 
A B | in Natriumfluorid A | in Natriumfluorid 
> | . j | F 
| m/2 | m/10 | m/2 | m 10 
> nae = a 
Forelle 18 05708 | 0,7236 | 0,4641 | 0,5020 0.5767 | 0,5722 | 0,5747 
5 9 | 10 | 11 12 13 | 14 
Karpfen 19 0.3397 | 0,3837 0.1937 | 0,1686 0.3542 | 0.2248 | ~ 0,2191 
i) 
= Tabelle 4. 
& Milchsiure. 
cro — _ 
S 2 | 8 f‘¢ 4-% é 7 4 8 9 10 11 
Forelle Karpfen 
A Muskelbrei | MuskelpreBsaft | 4 Muskelbrei MuskelpreBsaft 
m ea te ee NS On a ee ee wR cosine eee teases 
a=! : y wn | 
2 Mit Na 2 | aoe ake 
- | | triumfluorid | | Zs | Mit Natriumfluorid | | 
wed ‘ | > Pn - 
> a | #2 I m/2 A | B > A B m/10 | A | B 
 Frisches | Frisches | Gealtertes | | 
Material , Material | 
] | 
+ 32 Min. | 
~ 3 0.2054 0,38428 0.1517 0.2539 | 0,2642 11 0.2110 0.3785 O.1476 | (),2686 
| 
85 Min. | | 
i O.1907 O,28384 ao O,2124 0,2190 12 0,2293 | 0,3645 0,1722 Q0,2184 | O,3T69 | 0,3967 
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nuten langer Alterung hatte die Forellenmuskulatur ihr Syn- 
thesevermégen vollig eingebiiBt, dasjenige der Karpfenmuskulatur 
war nur wenig geschwicht. 

Neben dem Verhalten der Phosphorsiiure habe ich wenige 
Male auch dasjenige der Milchsiure untersucht. Die Ver- 
suche sind in Tab. 4 zusammengestellt. An welchem Material 
sie vorgenommen wurden, geht aus den Versuchsnummern, 
die mit denen der Tabb. 1 und 2 iibereinstimmen, hervor. 
Man sieht, daB unter den Bedingungen der Wirmestarre sowohl 
an der Forellen- (Vertikalreihen 1 und 2) wie an der Karpfen- 
muskulatur (Vertikalreihen 6 und 7) eine erhebliche Milch- 
siurebildung eintritt, wihrend am PreBsaft eine solche ent- 
weder vollig fehlt, oder nur gerade angedeutet ist. (Reihe 4 
und 5, sowie 10 und 11.) Beide Ergebnisse stimmen mit friiher 
im hiesigen Institut am Karpfen erhobenen Befunden iiberein.’) 

Der Glykogengehalt wurde in mehreren Versuchen moég- 
lichst rasch nach dem ‘l'ode der Fische bestimmt. Bei beiden 
Fischarten erhielten wir sehr ihnliche Glykogenwerte, wie aus 
den Bemerkungen zu den einzelnen Versuchen der Tabb. 1 
und 2 hervorgeht. 

In einem Falle wurde am Forellenmuskelbrei, in zwei an 
dem aus Karpfenmuskulatur das Verhalten der Milchsaiure unter 
der Kinwirkung von Fluoridlésungen verschiedener Konzen- 
trationen untersucht. Die Fluoridlésung enthielt 2°/, Natrium- 
bicarbonat, war aber natiirlich frei von Glykogen oder Stirke. 
In den drei an dem frischen Material vorgenommenen Ver- 
suchen (Versuch 8, Reihen 1 und 3, Versuche 11 und 12, 
Reihen 6 und 8) trat eine sehr betrichtliche Verminderung 
der Milchsiure ein, die auch in einem Teile der Versuche von 
tmbden, Deuticke, Lehnartz und Perger und noch viel 
triiher gelegentlich einer von Embden, Schmitz und Meincke, 


am Kaninchen ausgefiihrten Arbeit”) zur Beobachtung gelangte 


und um so bemerkenswerter ist, als auch in meinen Versuchen 
praktisch anaerobe Bedingungen bestanden.® 





') M. Cohn, Diese Zs. Bd. 93, S. 84 (1914). 

*) G. Embden, E. Schmitz u. P. Meineke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 10 (1921). | 

*) Dieser Befund wird im hiesigen Institut zurzeit weiter verfolgt. 
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In 2 Karpfenversuchen (Reihe 9) zeigte waihrend 32 und 
85 Minuten aufbewahrter Muskelbrei im nachtraglichen Fluorid- 
versuch keine Verminderung der Milchsiure gegeniiber den i 
den A-Versuchen erhaltenen Werten. Es ist freilich nicht aus- 
geschlossen, ja sogar wahrscheinlich, daB schon beim Aut- 
bewahren des Muskelbreis auf der eisgekiihlten Glasplatte eine 
Steigerung des Milchsiuregehaltes eingetreten war, so daB die 
Ergebnisse der Milchsiiureversuche am gealterten Material keine 
sichere Deutung zulassen. 

Am MuskelpreBsaft wurden nur zwei nicht in die Tabelle 
aufgenommene Fluoridversuche vorgenommen, einer an der 
Forelle und einer am Karpfen. Im Forellenversuch trat sel 
erhebliche Abnahme der Milchsiure ein, im Karpfenversuc’ 
wurde in m/2-Lésung eine nicht auBerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung gelegene Milchsiureverminderung beobachtet. 
Vor der in Aussicht genommenen Wiederholung der Versuchie 
erscheint ihre Besprechung nicht angezeigt. 


Zusammenfassung. 


1. Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Arbeit be- 
steht darin, daB die Muskulatur der rasch nach der Ent- 
fernung aus dem Wasser absterbenden Forelle ihre Fahigkeit. 
anorganische Phosphorsiure unter bestimmten ionalen Be- 
dingungen zum Verschwinden zu bringen, beim Aufbewahren 
sehr viel rascher verliert, als die des in Luft langere Zeit 
iiberlebenden Karpfens. Dies Ergebnis bildet eine Bestiitiguny 
der von Embden, Deuticke, Lehnartz und Perger an 
marinem Material erhobenen Befunde, welche um so wichtige: 
ist, als den Untersuchungen der genannten Autoren zum T'e!! 
methodische Mingel anhafteten, welche in den eben geschil- 
derten Versuchen vermieden werden konnten. Die schon voi 
den eben genannten Autoren aus ihren Versuchen gezogene 
SchluBfolgerung, da zwischen der Geschwindigkeit des Ab- 
sterbens von Fischen in Luft und der Geschwindigkeit des 
Verlustes der Fahigkeit der Muskulatur zur Synthese von 
Hexosephosphorsiure ein enger ursichlicher Zusammenhang 
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besteht, gewinnt durch die in der vorliegenden Arbeit er- 
haltenen Resultate wesentlich an Wahrscheinlichkeit. 

2. Anhaltspunkte dafiir, da& der Unterschied in dem 
biologischen Verhalten beider Fischarten durch einen von vorn- 
herein verschiedenen Glykogengehalt bedingt ist, konnten nicht 
gewonnen werden. Der letztere war vielmehr bei der Forelle 
und beim Karpfen von sehr ihnlicher GroBe. 

3. Ebenso wie in einer lingere Zeit zuriickliegenden 
Untersuchung von Embden, Schmitz und Meincke und 
in der mehrfach erwihnten von Embden, Deuticke, Leh- 
nartz und Perger konnte auch in meinen Versuchen ein an- 
scheinend anaerobes Verschwinden von Milchsiure im Muskel- 
brei beobachtet werden. 








Studien itiber das urikolytische Ferment. 
(Durchstrémung'sversuche der Leber.) 


1. Mitteilung. 


Vou 
A. Schittenhelm und Fr. Chrometzka. 


(\us der medizinischen Klinik der Universitit Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1926.) 


Bei unseren in diesen Zeilen niedergelegten Versuchen 
machten wir uns zur Aufgabe, die Methode der Organdurch- 
blutung dem Problem der Urikolyse beim Menschen dienstbar 
zu machen, ausgehend von dem Gedanken, daB diese Art der 
Versuchsanordnung, physiologischer als alle Reagensglasversuche, 
unter Umstiinden interessante Ergebnisse zeitigen kénnten. 
Soweit wir die Literatur iibersehen, finden wir die Durch- 
blutungsmethode fiir das zur Diskussion stehende Problem 
noch nicht nutzbar gemacht. 

Im Reagensglasversuch lief sich das urikolytische Fer- 
ment in menschlichen Organen nicht nachweisen. Es ergibt 
sich aber daraus kein Grund zur volligen Ablehnung der Exi- 
stenz dieses Fermentes im lebenden Organismus. Wir hielten 
daher diesbeziigliche Versuche mit Hilfe der Durchblutungs- 
methode fiir durchaus berechtigt. 

Als Testobjekt fiir die Brauchbarkeit der Durchblutungs- 
methode beziiglich des urikolytischen Problems mu8ten wir 
zunichst Versuchsreihen von Durchstrémungen solcher Organe 
aufzuweisen haben, bei denen eine Urikolyse im Reagensglas- 
versuch nachzuweisen bereits gelungen ist. 

Ks eriibrigt sich wohl, die groBe Literatur des Purinstoff- 
wechsels mit ihren Ergebnissen anzufiihren (Salkowski, 
Schittenhelm, Jones, Wiechowski und andere). Die 
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(Juintessenz dieser Untersuchungen fiir die Siugetierreihe mit 
\usnahme der antropoiden Affen und der Menschen ist die, 
daB das Allantoin als einziges Stoffwechselendprodukt der Purin- 
veihe gefunden worden ist. Die Frage der Urikolyse bei den 
héchststehenden Affen und dem Menschen ist noch in vollem 
‘“luB, denn die Elimination oral bzw. parenteral zugefiihrter 
Nucleinstoffe durch den Harn als Harnsiiure ist beim Menschen 
eine unvollstindige (Schittenhelm, Frank, Brugsch, Folin, 
Harpuder). Die bakterielle Purinolyse als wesentliche Ursache 
hierftir miissen wir nach den neueren Untersuchungen von 
Schittenhelm und Harpuder ablehnen. 


Das urikolytische Ferment der Siugetierreihe ist eine 
Oxydase (Wiechowski), deren Vorhandensein und Verteilung 
1 den verschiedenen Organen und Tierspezies in umfangreichen 
Untersuchungen Schittenhelms festgelegt sind. Das isolierte 
Nerment ist im Reagensglas hochwirksam und im Stande, die 
ugefiihrte Harnsiiure nach wenigen Stunden vollstiindig um- 
zusetzen (Schittenhelm), Sauerstoffanwesenheit vorausgesetzt. 


In unseren Durchstrémungsversuchen am Kaninchen, Hund 
und Schwein konnten wir zwar niemals diesen vollstiindigen 
Ablauf der Reaktion nachahmen, doch gelang es immerhin, 
bis zu 45°/,, beim Kaninchen sogar bis zu 70°/, Allantoin- 
ausbeute zu erhalten. 


Methodik: Grundsiitzlich kamen die Lebern der _ be- 
‘reffenden Tiere zur Durchstrémung, entsprechend der zentralen 
Stellung dieses Organes fiir die Urikolyse. 


Operation: Die Narkose beim Kaninchen wurde mit Urethan 
subkutan) durchgefiihrt, der Hund erhielt Athernarkose. Nach Laparo- 
tomie Isolierung der Vena portae, Unterbindung der rechten Nieren- 
<efiBe, Freilegung der Vena cava inferior yor ihrer Vereinigung mit 
‘er Vena hepatica, Unterbindung der peripheren Abschnitte der Venae 
portae und cava und Einfiihren rechtwinklig abgebogener Glaskaniilen. 
Jetzt erst Eréffnung des Thorax und Unterbindung der Vena cava in- 
‘erlor oberhalb des Zwerchfelles. Sofort danach wird unter steter Kon- 
‘rolle des Druckes mit einer warmen Normosallésung das in diesem ver- 
<leinerten Kreislauf enthaltene Blut herausgespiilt. Man kann sehen, 
wie sich nach und nach die einzelnen Leberlappen mit der Normosal- 
osung fiillen. — Nach wenigen Minuten wird das Tier in toto in den 
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Durchstrémungsapparat gebracht und der AnschluB an den kiinstlich 
Kreislauf hergestellt. 

Anfangs durchstrémten wir mit Normosal allein. In der Hoffnuny, 
die Oxydationsprozesse zu steigern, benutzten wir spiiter das defibri. 
nierte Eigenblut der Tiere. Die Unterschiede in der Menge der cr. 
haltenen Allantoinausbeute sind in die Augen springend. 

Die Durchstrémungszeit betrug gewéhnlich 2—2'/, Stunden. Di. 
Operationen beim Hund verliefen in derselben Weise. Auch hier wurile 
das ganze Tier in einen fiir diesen Zweck gebauten Apparat gelegt und 
so die Gefahr der Liidierung der Leber ausgeschaltet. 

Die gréBten Gefahren bringt die rasche Gerinnung des Blutes mit 
sich, die uns im Anfang unserer Versuche viel zu schaffen macht 
Man kann sich vor diesem Ubelstand dadurch schiitzen, daB man zuniichs: 
die Vena jugularis freilegt, eine Kaniile einlegt, dann erst laparotomiert, | 
rasch die Vena cava kaniiliert und die eine von beiden Kaniilen dure): | 
einen langen Schlauch mit dem Durchstrémungsapparat verbindet; sofort 
wird nun unter méglichst niedrigem Druck das ganze Tier von Blut | 
reingespiilt, wiihrend welcher Zeit man die Operation zu Ende fiihren 
kann. — Interessant ist es, den intensiven Stoffwechsel des isolierte: 
Organes zu beobachten: das hellrot eintretende Blut kommt schwarzro! 
wieder aus der Leber heraus; und man hat Miihe, die Blutmenge rasc| 
genug wieder zu oxydieren. — Der Druck, mit dem die Durchstrémung: 
fliissigkeit in die Leber eintrat, schwankte in den meisten Versuchen 
um 5mm Hg beim Kaninchen, beim Hund traten Druckwerte von § bis 
12mm Hg auf. 

Die Versuche mit Schweinelebern haben gezeigt, daB es unmé; 
lich ist, mit Schlachthofmaterial Durchstrémungsversuche zu machi: 
(3 Versuche). 

Unsere Versuchstiere, etwa 100 kg schwer, wurden deshalb spezie! 
fiir den Leberversuch geschlachtet. Schlachthoftiere liegen, ehe man an dic 
Leber herankommt, 2—21/, Stunden (Serienarbeit) ganz oder halbgetétet da: 
die Organe haben bei der Herausnahme eine Temperatur von sicherlic! 
36—38° C (Briihung), wobei naturgemiB eine starke Autolyse statthat. 

Die menschlichen Organe (4 Versuche) wurden durchweg schon 
1 Stunde nach dem Exitus durchstrémt. Die Durchstrémungen der 
fdtalen Lebern schon 0,5 Stdn. p. exit. Auch hier zeigt sich bemerkens 
werterweise, daB das Harnsiiuredefizit dort am gréBten ist, wo die g: 
ringste Zeit zwischen dein Augenblick des Todes und dem Beginn der 
Durchstrémung verflossen war! 





Die Zusatzsubstanzen wurden wie folgt geldést: 


Harnsiiure, | in Wasser suspendiert und durch tropfenweise 
Xauthin, Zugabe von n/10-NaQH in der Hitze gelést 


GJuanin n 10-HCl in gleicher Weise zugesetzt, 
Guanosin, Theobromin + natriosalicyl-in Wasser geldst. 
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Die Aufarbeitung der Versuche gestaltete sich ver- 
schieden. 

In der ersten Zeit schien uns die Dialysiermethode von Vor- 
teil zu sein. Wir stellten fest, daB das Allantoin sich schon nach den 
ersten 24 Stunden innerhalb und au8erhalb der Membran im Gleichgewicht 
befindet, wiihrend die Harnsiure erhebliche Schwierigkeiten macht. Man 
kommt indes auch da zum Ziele, wenn man 1. lange genug dialysiert 
(60 Stunden) und 2. stets darauf achtet, dai eine neutrale bis ganz 
schwach alkalische Reaktion innegehalten wird. 

Dieses Verfahren erwies sich in der Folge als zu umstiindlich. 
Wir verzichten daher auf die Wiedergabe der Versuche. 


Wir wandten uns nun ausschlieBlich der EnteiweiBung 
nach Schenck oder der mit Essigsiure und Acetat zu 
je nach der Fragestellung. 

Die Schencksche Fallung ist dann ausgezeichnet brauch- 
bar, wenn es sich nur um Isolierung des Allantoins handelt, 
da dieses durch Schenck nicht gefillt wird. Wir machten 
aber auch den Versuch, Harnsiiure und Allantoin in ein und 
derselben Fliissigkeitsmenge zu bestimmen, d.h. die Kriiger- 
Schmidsche und die Wiechowskische Methode zu_ver- 
einigen. Man kommt dabei zum Ziel, wenn man das Filtrat 
der Bisulfitfallung entkupfert, den Schwefelwasserstoff vollig 
verjagt und dann mit der P. W.S.-Fallung in die Allantoin- 
bestimmung tibergeht (tropfenweises Zugeben der 50°/, igen 
P. W.S.-Lésung, ohne vorheriges Austasten). 

Im Laufe der Untersuchungen hat sich nun ergeben, daB 
es notwendig ist, die endgiiltige Hg-Acetatfallung nicht von 
vornherein als Allantoin anzusprechen, da noch verschiedene 
Substanzen, so das Thymin und andere Pyrimidinbasen, sowie 
besonders das Ammoniak (wir erwihnen nur diese, weil sie in 
dieser oder der folgenden Arbeit eine Rolle spielen werden) 
in die Fallung hineingehen. Das Entscheidende ist letzten 
Endes immer nur die Elementaranalyse. Die colorimetrische 
Harnsaiurebestimmung liefert ohne gleichzeitig angewandte Iso- 
lierungsmethoden kein Bild von dem wahren Gehalt an Harn- 
siure, denn die Zahl der K6rper, die eine positive Farbreaktion 
mit dem Folinschen Harnsiurereagens geben, ist besonders 
in einer Durchstrémungsfliissigkeit mit den darin enthaltenen 
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autolytischen Produkten unkontrollierbar. So konnten wir z. B. 
feststellen, daB auch das Allantoin eine Blaufirbung mit dem 
Harnsiiurereagens gibt. Den angefiihrten Bedingungen ent- 
spricht nur die Methode nach Harpuder, vorausgesetzt, daB 
man die Austastung mit Uranylacetat rite durchfiihrt. 


Auszug aus den Protokollen. 


Wir bringen aus der groBen Zahl unserer Versuche nur 
jeweils einige Beispiele. 


I. Durchblutungsversuche an Kaninchenlebern. 

1. Leerversuch. 

Nach 2 stiindiger Durchstrémung mit Normosal und Eigenblut: 
Harnsiiure: 0,0. Allantoin: Spuren. 

Damit ist gezeigt, daf weder Harnsiure, noch Allantoin 
aus der Leber selbst in nennenswerter Weise in die Durch- 
strémungsflissigkeit diffundieren. 

2. Versuch Nr. 5. 

Zusatz: 100mg Harnsiure. 
2 stiindige Durchstrémung. Leber mit Normosal nachgespiilt. 


is Te I, Ansatz: 30,0 mg 
Harnsdure: ) yy eae 





Mittel: 28,5 mg U in der Durchstrémungsfliissigk. 
In dem Spiilnormosal und dem Nebenlauf wurden noch 
16,8 mg U gefunden. 


Allantoin: 86,1 mg = 59,6 mg Harnsiure. 


Bilanz: Zugefiihrte U. Wiedergefundene U (als U + Allantoin) 
100 mg 105.0 mg 


3. Versuch Nr. 6. 
Zusatz: 100 mg Harnsiure. 


Harnsiiure in der Hauptfl. . . . . 24,8mg U 
» « SOOOME. . . . . Spa, 
Allantoin .. . . . 64,0 mg = 67,8 mg ,, 





also wiedergefundene U 101,0 mg 


Es wurden im ganzen 25 Versuche in dieser Art an 
Kaninchen angestellt, die alle in der gleichen Richtung ver- 
liefen. Die Resultate sind zum Teil in der Tab. I wiedergegeben. 
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Tabelle L 
| 1 2 | 3 4 5 

Art des Operations- | Zusatz- ; 

“a ° Allantoin} Bemerkungen 

lieres dauer substanz 

Minuten |mg Harns, ing 

10 mittelgrob 25 200 66,0 | Verlauf glatt 
11 grob 30 150 41,0 |Periton. verw. 
12 20 150 90,0 | Verlauf glatt 
13 15 200 130,0 lg 
14 ‘i 25 200 70,0 | Thrombenbildg. 
15 . 15 200 117,0 | Verlauf glatt 
16 klein 20 200 80,0 : . 
17 mittelgroB 20 200 100,0 : - 
18 ‘si 20 200 43,0 | Thrombenbildg. 
19 20 200 75,0 Verlauf gut 
20 grob 17 200 70,0 | Thrombenbildg. 
21 30 200 40,0 | Ausblutungssch. 
22 - 15 200 60,0 | Leberschidig. 
23 klein 10 200 75,0 | Verlauf sehr gut 

















Man erkennt bei dem Vergleich der Stiibe 2, 4 und 5, 
daB zwischen den Prozenten Ausbeute an Allantoin und der 
Art der Versuchsanordnung bzw. der Schnelligkeit der Opera- 
tion ein direkter Zusammenhang besteht, in dem Sinne, dab 
die Ausbeute des Allantoins steigt, wenn die Opera- 
tion rasch und ohne Stérung verlaufen ist. 

In der Folge haben wir uns indes darauf beschrankt, nur 
das Allantoin zu isolieren, um Analysenmaterial zur exakten 
Beweisfiihrung zu erhalten. 

Die Niederschlige wurden gesammelt und wie iiblich in 
der Siedehitze durch Schwefelwasserstoff zersetzt, die Filtrate 
eingeengt und der Riickstand mehrmals umkrystallisiert. Ks 
schieden sich die typischen Allantoinkrystalle farblos aus; 
die Mutterlauge wurde mit absolutem Alkohol behandelt, die 
sich ausscheidenden feinen Krystalle fillten wir noch einmal 
um, so daB wir reichlich Material zur Identifizierung besaBen. 

20,749 mg Substanz gaben 22,733 mg CO, und 6,895 mg H,0O. 


4,930 mg - 1,636 eem N bei 716 mm Hg und 22°C, 
C,H,N,O, Gefordert: C = 30,38 4 0 H = 3,80 ar N = 35,44 Mas 
gefunden: C = 29,84°/, H = 3,699/, N = 35,49°/,. 
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Unsere Versuche haben also den endgiiltigen Beweis er- 
bracht, daB im Durchblutungsversuch die iiberlebende 
Kaninchenleber die Oxydation von Harnsiure zu Al- 
lantoin durchfihrt. Der Befund steht im besten Einklang 
mit dem Resultat der friiheren Organextrakt- und Ferment- 
versuche. 


II. Durchblutungsversuche an Hundelebern. 


Um den Gang der Versuche zu illustrieren, fiithren wir 
zunichst ein Beispiel unserer Protokolle an: 


Protokoll Nr. 8. Datum: 13. 8. 1924. 


Versuchstier: Hund, junges minnliches Tier 
Gewicht des Tieres: 6800 g 
Lebertrockengewicht: 55 g 
Dauer der Operation: 20 Min. 
Verlauf der Operation: normal, keine Thrombenbildung 
Durchstrémungsfliissigkeit: defibr. Eigenblut + Normosal 
a) Menge: 2400 ecm 
b) Temperatur: 38° C 
c) Druck: 6 mm Hg 
Zusatzsubstanz: 1000 mg Harnsaure 
Dauer der Durchstrémung: 180 Min. 
Verlauf der Durchstrémung: glatt, kriiftiger Stoffwechsel 
Gesamtliterzahl der durchgestrémten Fliissigkeit: 22 Liter 


ror ae Restharnséiure . . 600 mg 

“" Allantoin . . . 0,417 g 
Bilanz: Zugefiihrte U . . . . . 1000 mg 
Wiedergefundene TU (U + All.) . . . . 1042 mg 


1. Bestimmung des in einer frischeri Leber ent- 
haltenen Aliantoins. 
Sofort nach dem Tode wird der Hund entlebert und die 
Leber verarbeitet. 
Allantoin: 27,9 mg. 


2. Leerversuch. 

Bildet sich bei 2 stiindiger Durchstrémung der Leber mit 
Kigenblut und Normosal Allantoin? 

Hund: 5000g schwer, Operationsdauer: 15 Min. Durch- 
strémungszeit: 2,5Stdn. Verlauf der Operation und Durch- 
strémung: ohne Stérung. 
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Allantoin: 30.5 mg. 

is bildet sich also normalerweise kein Allantoin, d.h. 
eine nennenswerte Autolyse findet in der angegebenen Zeit 
nicht statt. 

3. Harnsiureversuche. 

a) Ohne EKigenblut. In der Tab. II sind die Versuche 
ufgefihrt, in denen nur Normosal bei der Durchstrémung 
der Hundeleber angewandt wurde. 


Tabelle Il. 





Gewicht | Leber- | Operat.- ; Allan- 
Tiere} XOCKeB- | Zeit Zusatz | 4.) Bemerkungen 
Ge 11€Fe8) sewicht 


7000 g 48 ¢ 20 Min. {700 mg U]118 mg} Druck: 12 mm Hg 
8200¢g | 42g | 30 ,, |800mg U] 83 mg] Erhebliche Thromben 

















Damit ist gezeigt, daB auch in der Hundeleber 
aus Harns&iure Allantoin entsteht. 

b) Mit defibriniertem Eigenblut. Tab. III zeigt die 
Versuche, in denen Kigenblut der Tiere zur Verwendung kam. 


Tabelle UL. 





j 











eal gels 4 

Sk |eo6] 8. “ ~ § 

$ oe 2 os 5 53'S i % = Bemerkungen 

o*. banei 2 N 2 = 

om s&h © . on = 
6800 g | 55g | 20Min.] 10gU | 0,60¢g | 0,417g | 3Std. ohne Stor. 
900g | 80g | 15 , | 095¢gU1060g | 0325¢g13 , 4,  ,, 
3150g | 88¢ | 15 ,, | 0,47¢U | 0,266¢g | 0,200g | 3. ,, Stér. durch 

Novirudin 




















Die Versuche mit Eigenblut weisen gegeniiber den 
Normosalversuchen eine Mehrausbeute an Allantoin von 
100—200°/, auf. Der erste Versuch der Tab. HII kann sich 
mit den besten Reagensglasversuchen messen. Natiirlich haben 
wir die in diesen Reihen erhaltenen Fraktionen, die wir als 
Allantoin ansprachen, als solches isoliert und durch Schmelz- 
punkt und Elementaranalyse identifiziert. 
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Der Schmelzpunkt des Produktes lag bei 230° C. 
20,530 mg Substanz gaben 22,770 mg CO, und 7,140 mg H,0. 


5,200 mg - » 1,725 ecm N bei 719mm Hg und 22 (€ 
C,H,N,0, Gefunden: C 30,24°/, H 3,86°/, N 35,8°, 
gefordert: ,, 30,38 ' 3.80 . 35,44 


Die Frage, werden Methylpurine im tierischen Orga- 
nismus bis zur Harnsiiure bzw. zum Allantoin abgebaut, i: 
viel umstritten und von den meisten Autoren, die sich mit 
diesem Problem befaBt haben, abgelehnt worden. Kriige 
und Salomon, Minkowski und andere stehen auf diesen 
Standpunkt. Schittenhelm, Brugsch und Pinkussohn 
fanden mit stark harnsdurebildenden Organextrakten eine Um- 
setzung von Coffein, niemals indes Harnsiiure. An andere 
Stelle beobachtete Schittenhelm bei Stoffwechselversuche: 
am Hund geringe Schwankungen der Allantoinausfuhr nach | 
Verabreichung von Methylpurinen. Ahnliche Angaben finden | 
sich auch in einer Arbeit von Besser, der einen Teil der 
entmethylierten Abbauprodukte des Coffeins und des Theo 
bromins als Harnsiure wiederfand. 

Wir haben drei Versuche mit Theobromin als Zusatz- 
substanz zu den Durchstrémungstlissigkeiten beim Hund durcli- 
gefiihrt. In 2 Fallen gingen wir darauf aus, das Resttheobromin., 
die Harnsiiure, die Purinbasen und das Allantoin zu trenne: 
und in den betreffenden Fraktionen den Stickstoff zu bestimmen. 

In dem dritten Versuch ist noch eine Fraktion aufgefiihrt, 
die den Stickstoffgehalt des nicht mit Chloroform extrahier- 
baren Anteiles der Kupfersulfat—Bisulfitfallung enthilt. Iden- 
tifiziert wurde keines dieser Produkte. 
Untersuchungen ansetzen. 


Tabelle IV. 


or 


_— 


+ 


Hier sollen weitere 




















Zusatz von een 

. Theobromin | “el. 1 heo- — se ; — 
Ver- umgerechnet}] bromin-N U.-N Purinbas.-N | Allantoin-\ 
such auf N 

mg mg me ng mg 
M. 1 142,0 87,4 1,0 27,8 24,0 
M. 2 142,0 24,0 Spur 16,0 20,0 
M. 3 142,00 | 46,2 Spur 10,0 15,0 
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Dazu kommt im letzten Falle noch die mit Chloroform 
nicht extrahierbare N-Fraktion = 54,2 mg. 
Die Bilanz im 3. Versuch ist also: 
magetiat.. « . 1. sw ep se + Ome N 
Wiedergefunden . . .... . . 182,7 mg N. 


Die im Leerversuch auftretenden 10 mg Allantoin-N sind 
in obiger Tabelle schon in Abzug gebracht worden. Erwihnen 
wollen wir noch, daB wir in einem gleichangestellten Kanin- 
chenversuch einen Allantoinwert von 20 mg erhielten. 


III. Durchblutungsversuche an Schweinelebern. 


Der Streit der Meinungen geht dahin, daB einige Autoren 
behaupten, die Schweineleber enthalte keine Guanase, wohl 
aber die Guanosinase, d.h. ein Ferment, das imstande ist, 
Guanin nur in organischer Bindung, nicht aber in freiem Zu- 
stand zu desamidieren (Jones). Schittenhelm und Schmid 
halten mit anderen Autoren auch die Méglichkeit fiir gegeben, 
daB zuniichst die Pentose des Guanosins abgespalten wird und 
dann das freie Guanin zu Xanthin und weiter oxydiert wird. 

Wir stellten, um einer Entscheidung in dieser Frage 
niher zu kommen, 2 bzw. 3 Versuche mit der isolierten 
Schweineleber an. 


Tabelle V. 

















N U vorher | U nachh A llantoi 
a des See arr vorhex nachher Allantoin 
ersuchs mg mg mg 
G. 1 500 mg Guanin 10,05 22,05 140,0 

G. 2 
in ders. | 500 mg Guanin u. 
Leber 300 cem Milzextrakt 9,94 25,60 106,0 














Die weitere Aufarbeitung der Lebermasse ergab noch eine 
Menge von etwa 50—100 mg Allantoin, die dazu _ benutzt 
wurde, die Fraktion auch wirklich als Allantoin zu identi- 
fizieren. Der Schmelzpunkt lag bei 229° C, der Schmelzpunkt 
reinen Allantoins wurde durch Vermischen mit der Substanz 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXII. 14 
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nicht herabgesetzt. Die Krystallform war fiir Allantoin typisch, 
Guanin wurde nur wenig wiedergefunden. 

Der Guanosinversuch verlief ohne Stérung: 

Zusa'z: 1g Guancsin. Die Atmung des Organes ist so intensiv, 


daB eine Sauerstoffbombe zur Oxydation des aus der Leber zuriick- 
HieBenden Blutes nicht ausreicht. 


Harnsiiurewert der Durchstrémungsfliissigkeit vor der Durch- 


stromung a ee ee a 10,35 mg 

Harnsdiurewert der Durchstrémungsfliissigkeit nach der Durch- 
OR ke ee ee ee we 24,0 mg 
Allantoin in der Durchstrimungsfliissigkeit . . . . . . . 2180 mg 
. , Gem Leberfekokt ....5+4.++s » « COO te 


Summe 278,0 mg 

Weitere Versuche konnten wir bisher aus 4uBeren Griinden 
noch nicht ausfiithren. Man ersieht aber aus den vorliegenden 
Versuchen mit groBer Deutlichkeit, daB die Schweineleber 
im Durchblutungsversuch das Guanin sowohl in freier 
wie in gebundener Form in Harnsdure und weiter in 
Allantoin iberfihrt. 

Die Ausbeute des Guanosinversuches an Allantoin 
iberwiegt um 100°/, die des Guaninversuchs. Man geht 
wohl nicht fehl, wenn man behauptet, in statu nascendi (oder 
in organischer Bindung) wird Guanin besser assimiliert. 


IV. Durchblutungsversuche mit menschlichen Lebern. 


Mit unseren Erfahrungen aus den angefiihrten Versuchen 
unternahmen wir jetzt die Durchstrémungsexperimente an 
menschlichen Lebern. Technisch bietet dieses Unternehmen 
bei weitem gréBere Schwierigkeiten als die gleichgerichteten 
Versuche bei den Tierlebern. 

Wir gingen so yor, da& die Leichen sofort nach dem beschleu- 
nigten Transport in dem pathologischen Institut seziert wurden. Die 
Kaniilen wurden in situ eingebunden, alle GefiBe der Umgebung ligiert, 
und erst jetzt das Organ herausgelést. 

Diese Manipulationen nahmen 30 Minuten in Anspruch. Etwa 1 bis 
2 Stunden nach dem Exitus war die Leber an den Durchstré6mungsapparat 
angeschlossen. Es ist zu erwihnen, da’ wir Gerinnung des ziemlich 
erheblichen Blutvorrates der Leber niemals beobachteten, so daB sich 
gerinnungshemmende Eingriffe, die eventuell ante exitum hitten bereits 
vorgepommen werden miissen, eriibrigten. 
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Protokoll H. h. 1. 


Diagnose: ? Operation verliuft glatt. 


Durchstrémungafliissigkeit . . . . . 2,5 Liter 
Dauer der Durehstr6bmung . . . . . 2 Stunden 
Druck im System ....... . 2—4mm Hg. 


Verlauf der Durchstrémung: ohne Stérung, erheblicher Gaswechsel. 
Den Leberkreislauf passieren 20 Liter. 


Zusatzsubstanz . . . . . . 700 mg Harnsiiure. 
Analyse: Harnsiure in der Durchstrémungsfliissigkeit . 440 mg 
= sy BA os ew se ew ss se 

Bilanz: Zugesetzt ...... . . 100mg JU 

Wiedergefunden ... . 530mg U 


Defizit an Harnsdiure . . 170mg U 


Protokoll H. h. 2. 
Diagnose: Myodegeneratio. Operation glatt verlaufen. 


Durchstrémungsfliissigkeit . . . . . 2,5 Liter 
Dauer der Durchstrémung . . . . . 4 Stunden 
Druck im System ...... . . 2—3mm Hg. 


Verlauf der Durchstrémung: ohne Stérung, Gaswechsel deutlich. 
Den Leberkreislauf passieren: 32 Liter. 


Zusatzsubstanz . . . . . . 700mg Harnsiure. 
Analyse: Harnsiiure in der Durchstrémungsfliissigkeit . 447 mg 
e ee) ee 
Bilanz: Zugesetzt . . . . . . 700mg Harnsiiure 


Wiedergefunden. . . 581mg 
Defizit an Harnsiure 119 mg. 


Protokoll H. h. 3. 
Diagnose: Ca ohne erkennbare Lebermetastasen. 
Operationsbeginn: 1 Stunde post Exitum! 
Operation glatt verlaufen. 


Durchstrémungsfliissigkeit . . . . . 2,5 Liter 
Dauer der Durchstr6mung . . . . . 2Stunden 
Druck im System . ..... . . 15—20mg Hg! 


Verlauf der Durchstrémung: Sauerstoffverbrauch der Leber wenig 
deutlich. 
Den Leberkreislauf passieren: 12 Liter. 


Zusatzsubstanz . . . . . . 300mg Harnsaure. 
Analyse: Harnsiure in der Durchstrémungsfliissigkeit . 214 ing 
» SE KG ee es es 


1+* 
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Bilanz: Zugesetzt . . . . . . 800mg Harnsaure 


Wiedergefunden. . . 243mg . 
Defizit an Harnsiure 57mg U. 


Protokoll H. h. 4. 


Diagnose: Sepsis. Operation verliuft glatt. 


Durchstrémungsfliissigkeit . . . . . 2 Liter 
Dauer der Durchstrémung ... . . 2,5 Stunden 
Druck im System ..... . . . 6—Tmm Hg. 


Verlauf der Durchstrémung: glatt, wenig Eigenblut. Oxydations- 
gréBe deutlich. 
Den Leberkreislauf passieren: 20 Liter. 


Zusatzsubstanz . . . . . . 500mg Harnsiiure. 
Analyse: Harnsiiure in der Durchstrémungsfliissigkeit . 280 mg 
, re ae: 
Bilanz: Zugesetzt. . . . . . 500mg U. 
Wiedergefunden . . 357mg U. 


Defizit anHarnsiure 143mg U. 


Vermehrt werden diese Versuche durch eine Serie von Durch- 
stré6mungen an Lebern von Siiuglingen, die gleich nach der Geburt 
starben. In diesen Versuchen wurde nur nach Wiechowski auf Allan- 
toin gefahndet. Die Harnsiurebestimmungen wurden mit der gréBt- 
méglichen Genauigkeit ausgefiihrt, alle Koagula mehrmals ausgekocht. 


Wie in den Tierversuchen sieht man auch an der mensch- 
lichen tiberlebenden Leber einen intensiven Sauerstoffverbrauch, 
beurteilt nach dem Unterschied der Farbung des in die Leber 
eintretenden und aus ihr austretenden Blutes, 


Was nun den verschiedenen Ausfall des Defizites an der 
zugesetzten Harnsiiure anbelangt, so muB man gerade in diesem 
Umstand eines der wichtigsten Argumente unserer Schlub- 
folgerungen erblicken. In Versuch H. h. 3 ist die Leber zwei 
volle Stunden der autolytischen Wirkung ausgesetzt gewesen, 
das von uns postulierte Ferment ist offensichtlich in seiner 
Wirksamkeit stark geschwicht worden. So, aber auch nur 
unter dieser Perspektive, ist der Unterschied im Defizit zu 
erkliren. 


Wie aus diesen Ausfiihrungen leicht zu ersehen ist, deuten 
wir den Ausfall der obigen Versuche als. einen weiteren 


























Studien tiber das urikolytische Ferment. 201 


Beweis fiir das Vorhandensein einer Urikolyse in der 
menschlichen Leber. Wenn man von Urikolyse spricht, 
muB man auch die Produkte dieser Reaktion zu erfassen 
suchen und wir bemiihten uns, dariiber Klarheit zu erlangen. 

Zunichst suchten wir nach Allantoin, das ja auch im 
menschlichen Urin in kleinen Mengen gefunden wurde. In der 
‘at erhielten wir nach der Wiechowskischen Methode eine 
Fallung mit dem Allantoinreagens. 

Bedauerlicherweise wurde die gefillte Hg-Verbindung nur 
in 2 Versuchen getrennt gewogen. 


Versuch H. h. 3. 


Gewicht der Hg-Verbindung: 82,0 mg 


Versuch H, h. 4. 
Gewicht der Hg-Verbindung: 450,0 mg. 


Kigentiimlicherweise gehen diese Resultate parallel mit 
der GréBe des Defizits in den betreffenden Versuchen, was 
nicht verwunderlich wiire, wenn es sich in dieser Verbindung 
tatsichlich um Allantoin gehandelt hatte. Wir konnten indes 
durch Isolierung der der Hg-Verbindung zugrundeliegenden 
organischen Komponente dartun, daB es sich wobl nicht um 
Allantoin handelte, sondern der Analyse nach mit groBer 
Wahrscheinlichkeit vorwiegend um Thymin. Es mag hier 
gleich die Analyse folgen: 

3,483 mg Substanz gaben 5,740 mg CO,, 1,45 mg H,O (0,076 mg Asche). 


3,13 mg me » 0,559 cem N bei 15° C und 734 mm Hg. 
C,H,N,O, Gefunden: C = 46,0°/, H = 4,76°/, N = 20,65°/, 
gefordert: C = 47,62°/, H = 4,76°/, N = 22,22°/, 


Schmelzpunkt: 320° C (unkorr.) 


Ks erhebt sich die Frage, ob dieses Thymin tberhaupt 
etwas mit dem Problem der Urikolyse zu tun hat. Man kénnte 
sich ja vorstellen, daB es ein methyliertes Harnsiureabbau- 
produkt darstellt. Indes sind wir auf Grund unserer Ver- 
suche (zu den oben genannten Durchstrémungsversuchen kommt 
noch eine Serie von Leberdurchstrémungen bei Siuglingen, die 
aufzufiihren sich wohl eriibrigt) nicht berechtigt, uns in weit- 
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gehende Theorien iiber den fraglichen Zusammenhang der zur 
Diskussion stehenden Substanzen einzulassen. 

ts ist klar, da derartige Versuche mit menschlichen 
Organen auf groBe Schwierigkeiten stoBen, so daB sie sich 
nicht beliebig oft anstellen lassen. Die wenigen Versuche, 
welche wir bis jetzt durchfihren konnten, haben keine end- 
giiltige Klirung des Problems der Harnsiurezerstérung beim 
Menschen gebracht. Die erhaltenen Resultate haben aber 
auch zu keiner Ablehnung gefiihrt, fordern vielmehr dazu auf, 
das Problem der menschlichen Urikolyse auf den verschieden- 
sten Wegen weiter zu verfolgen. 


























Studien iiber das urikolytische Ferment. 
(Die Harnsaurezerstérung durch Ammoniak.) 
2. Mitteilung. 

Von 
A. Sechittenhelm und Fr. Chrometzka. 


Mit 3 Figuren im Text, 





(Aus der medizinischen Klinik der Universitét Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. November 1926.) 


In der ersten Mitteilung beziiglich des urikolytischen 
Problems hatten wir versucht, mit Hilfe der Durchstrémung 
von tierischen und menschlichen Lebern mit harnsiurehaltigen 
Fliissigkeiten und Verfolgung des Schicksales der Harnsiiure 
der Beantwortung der Frage: gibt es eine Urikolyse beim 
Menschen? niiher zu kommen. Wir stellten in der betreffenden 
Arbeit fest, daB die iiberlebende tierische Leber mit Leichtig- 
keit einen groBen Teil der zugefiithrten Harnsiiure zu Allan- 
toin oxydiert, daB ferner auch in der menschlichen Leber ein Teil 
der Harnsiure abgebaut wird; indessen gelang es uns nicht, zu 
einem einwandfrei charakterisierten Abbauprodukt zu gelangen. 
Von einer bewiesenen Urikolyse beim Menschen diirfen wir des- 
halb noch nicht sprechen. — Fraglos bedeutet dieses Resultat 
nichts fiir die Richtung, die eine menschliche Urikolyse ablehnt, 
denn man hat eben bei Erlangung menschlichen Materials nie 
so giinstige Bedingungen wie im Tierexperiment. Wenn man 
ganz giinstig arbeitet, kann man es erreichen, die menschliche 
Leber 2 Stunden post exitum im Durchstrémungsapparat zu 
haben, wahrend wir im Tierexperiment fast noch bei schlagen- 
dem Herzen die harnsiurebeladene Fliissigkeit der Leber an- 
bieten kénnen. Nach den neuerdings angestellten Messungen 
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der Durchstrémungsfliissigkeit im Verlauf des Versuches bei 
einer menschlichen Leber konstatierten wir, wie das ja auch 
nicht anders zu erwarten war, im Beginn bereits einen p,,- Wert 
von etwa 5, der auch nach kiinstlicher Heraufsetzung auf den 
Wert von 7,5 rasch wieder erreicht wurde. Das sind Reak- 
tionsbereiche, die fiir eine Urikolyse nach unseren Feststellungen 
das ungiinstigste Milieu darstellen, das sich iiberhaupt 
denken lift. 

Wir haben in der Erkenntnis dieser Tatsache die Ver- 
suche der kiinstlichen Durchstrémung von Lebern des Menschen 
aufgegeben und uns einer anderen Methode zugewandt, die die 
Gcefahr der postvitalen Autolyse bei Verwendung desselben 
Substrates vermeidet und in ihren Ergebnissen klarer sehen 
liBt. Es ist dies die Methode der Fermentisolierung nach 
Willstitter. 

Gleich von vornherein sei als urikolytische Einheit 
die Fermentmenge festgesetzt, die imstande ist, 10 mg Harn- 
siiure zu oxydieren. 

Zunichst stellten wir Tastversuche beziiglich der zu 
treffenden Wahl des Extraktionsmittels an. Das von der 
Willstitterschen Schule viel verwendete 85°/,ige Glycerin 
erwies sich fiir das urikolytische Ferment — als Ausgangs- 
material benutzten wir meist Rinderleber — als nicht geeignet 
(Ansatz la und b). Man kommt mit Wasser als Extraktions- 
mittel weiter {Ansatz 2). Der Wirkungsgrad der Ex- 
trakte wurde nie so hoch gefunden wie der einer Organ- 
aufschwemmung (Ansatz 3). Zur weiteren Reinigung be- 
nutzten wir anfinglich das nach der Angabe von Willstiatter 
hergestellte Aluminiumpriparat A und B, die sich aber fiir 
unsere Zwecke als schlecht wirksam herausstellten (Ansatz 4). 
Kbenso schlecht bewihrte sich Kieselgur und Talkum, mittel- 
miBig adsorbiert Tierkohle (Ansatz 5). Die besten Resul- 
tate ergab das elektroosmotisch gereinigte Kaolin. Es wurde 
nun weiter in der Willstatterschen Weise fortgefahren: das 
Adsorbat mit der von ihm angegebenen Phosphatmischung 


eluiert und mit Bleiessig alle méglichen Verunareinigungen 
entfernt. 
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In dem experimentellen Teil sind nur eine kleine Zahl 
der umfangreichen Fermentansiitze angegeben, die uns bis zu 
diesem Punkt ein klares Bild zu geben schienen (Ansatz 7). 

Sehr befremdend und gar nicht in das Willstittersche 
jild des Fermentbaues hineinpassend, erschien uns die Fest- 
stellung der Tatsache, daB unser so gereinigtes Ferment 
dialysabel sei (Ansatz 8). Wo bleibt da das Kolloid, an das 
die chemisch aktive Gruppe des Fermentes gebunden ist? 
Denkbar wiire immerhin gewesen, daB es sich um ein fakulta- 
tives Kolloid handelte, oder da8 wir es in unserem Ferment- 
komplex vielleicht mit einem besonders leicht abspaltbaren 
reimen Ferment zu tun hitten. — Verwirrender wurde die 
Sachlage, als es sich nun auch herausstellte, da’ das Ferment 
ultrafiltrierbar ist. Einen so niedrig molekularen Ko6rper 
konnte man gegebenenfalls auch noch destillieren? — In dieser 
Spekulation hatten wir uns nicht getiiuscht. Bei saurer Re- 
aktion der Fermentlésung blieb das Destillat fermentin- 
aktiv. Destillierten wir aber unter Zusatz von Natron- 
lauge im Vakuum, so gewann das Destillat eine starke 
urikolytische Wirkung (Ansatz 9 und 10) Neben der 
Restharnsiurebestimmung wurde in vielen Ansiitzen auch die 
Allantoinbestimmung durchgefiihrt, wobei als Allantoin das 
bezeichnet wurde, was nach der Wiechowskischen Methode 
in die letzte Fallung mit Quecksilberacetat hineinging. So 
oft als méglich haben wir die Identifizierung dieser Fraktion 
als Allantoin vorgenommen, besonders in den Destillaten 
(1. Analyse). 

Die Tatsachen indessen, daB es ein Ferment geben solle, 
das destillierbar sei, machte uns sehr skeptisch unseren ganzen 
Krgebnissen gegeniiber. 

Zunichst erhebt sich bei der Behandlung des urikolyti- 
schen Problems immer die Frage, ist der erzielte Effekt 
nicht etwa eine Alkaliwirkung? Notwendigerweise muBten 
wir untersuchen, bei welchem Alkalititsgrad die erste Spur 
einer solchen Wirkung auftrat. 

Wir stellten uns deshalb aus Na-Phosphatpuffergemischen 
eine vom Neutralpunkt bis zum p,, von 8,4 reichende Skala 
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von Ansitzen her (Ansatz 11); erweitert wurde die Reihe noch 
durch einen p,,-Wert von 9,4, der einer 0,05 °/,igen Natrium- 
carbonatlésung zukommt, ein Milieu, in dem nach den An- 
gaben der Literatur das urikolytische Ferment sein Reaktions- 
optimum entfaltet. In allen diesen Ansitzen trafen wir keine 
Spur einer Urikolyse an. Da wir nun in allen bisher auf- 
gefiihrten Fermentproben ein p,, von 8,0 niemals iiberschritten 
hatten (da wir uns der Alkaligefahr stets bewuBt waren), lief 
sich eine Klirung des oben beschriebenen Phinomens der uri- 
kolytischen Kraft der Destillate nicht finden. — Ein einziges 
Moment waren noch in seiner Bedeutung fiir das urikolytische 
Wirken zu analysieren, das ist der Ammoniakzusatz bei 
der Elution der Adsorbate. A priori war es undenkbar, dab 
von dieser Seite irgendeine Gefahr drohen kénnte. Immerhin 
war es das einzige unter den zugesetzten Reagenzien, das 
destillierbar ist und dessen EinfluB auf die Purinkérper fast 
ginzlich unbekannt ist. 

Aus den Protokollen (Ansatz 12) kann man entnehmen, 
wie weitgehend unser Verdacht gerechtfertigt ist. Es zeigte 
sich, daB NH,-Zusatz eine ganz erhebliche urikolyti- 
sche Kraft besitzt, die wir in ihrem Wirken auch zeitlich 
verfolgten. Wir sahen in diesen Ansitzen deutlich, daB die 
Reaktion dieser Flissigkeit eine iiberragende Rolle spielt. 
Kin p,, von 9,4 bei Anwesenheit von Ammoniak vermag schon 
in wenigen Stunden 0,3 g Harnsiure zu zerstéren (Ansatz 13 
und 14). In der Folge gingen wir nun daran, zu untersuchen, 
wie weit man mit dem p,, herabgehen mu8, um die Ammo- 
niakwirkung auszuschalten. Aus der beigefiigten Kurve (Fig. 1) 
kann man den Reaktionsmechanismus des Ammoniaks auf das 
System geléste Harnsiure plus Sauerstoff ersehen. Interessant 
ist zu beachten, daB bei einer Reaktion, die der Kérper auf- 
bringt (7,5—7,6), Harnsiiure in erheblichem Ma8e durch Ammo- 
niakanwesenheit abgebaut wird. Das Reaktionsprodukt 
ist einwandfrei Allantoin, wie wir uns noch einmal iiber- 
zeugten (Analyse 2). 

Ks ist ein leichtes, aus der Kurve zu erkennen, daB die 
Harnsaurezerstérung proportional der Konzentration 
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des durch die jeweilige Alkalitat (fixen Alkalis) in 
Freiheit gesetzten Ammoniaks steigt und fallt. Beim 
absoluten Neutralpunkt ist die Zerstérung = 8. Nicht gleich- 
giiltig scheint die Art der gleichzeitig in Lésung befindlichen 
Jonen zu sein. Das Sulfation hat eine deutlich hemmende 
Wirkung. 

Welche Folgen hat die neue Erkenntnis fiir die bisherigen 
Untersuchungen iiber die Reinigungs- und Isolierungsmani- 
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pulationen des urikolytischen Fermentes? Man muB8 wohl 
sagen, da fast die gesamte urikolytische Kraft, die wir den 
Eluaten zuschrieben, auf das Konto des Ammoniakzusatzes zu 
setzen ist. Bleibt denn nun in den Fermentfliissigkeiten noch 
etwas tibrig, was kein Ammoniak ist und doch urikolytisch 
wirkt? Die Frage ist gleichbedeutend mit der folgenden: Ist 
etwa das Ammoniak das urikolytische Ferment des 
Koérpers? Zur Entscheidung dieser Frage wurden folgende 
Versuche angestellt: 
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1. Versetzt man die fermentaktive Leber oder Nierenauf- 
schwemmung mit einem kleinen UberschuB an Natronlauge 
und destilliert sie bei 100° C einfach oder besser im Wasser- 
dampfstrom, so verschwindet in den so behandelten Organ- 
teilen die urikolytische Kraft und tritt in erheblichem, wenn 
auch abgeschwiichtem MaBe im Destillat wieder auf (Ansatz 15). 
Dasselbe Verhalten zeigen die Destillate menschlicher Leber. 
Das Destillat stellt eine alkalisch reagierende, schwach opa- 
lescente Fliissigkeit dar mit stechendem Geruch. Nach Kenntnis 
der Ammoniakwirkung nimmt uns diese Feststellung keines- 
wegs wunder. Extrahierten wir nun zuerst das betreffende 
Organtrockenpulver ausgiebig mit Wasser und unterwerfen es 
dann der eben beschriebenen Prozedur, so hat das Destillat 
fast keine urikolytische Wirkung. Dasselbe tritt ein, wenn 
wir das Organ vorher liingere Zeit bei neutraler bis schwach 
alkalischer Reaktion gekocht haben, und dann der Destillation 
unterwarfen (Ansatz 17). 

2. Wir vermieden in einzelnen Ansitzen das Ammoniak 
als Elutionsmittel und benutzten Carbonateluate. Das Er- 
gebnis war eine schwache urikolytische Wirkung der Eluate 
(Ansatz 18). Destillate der Carbonatelutionen weisen keine 
auBerhalb der Fehlergrenze liegende Urikolyse auf. 

3. Dialysierversuche. 

Zunichst schien es, als ob das Ferment durch Mem- 
branen, die fiir Kongorot undurchlassig waren, durchgingig 
sel, wie wir in friiheren Ansitzen zeigen- konnten. Nach 
Kenntnis der Ammoniakwirkung erhielt dieser Befund natur- 
gemiiB seine richtige Deutung. Wir muBten also die nativen 
Kluate der Organe vor ihrer Behandlung mit Ammoniak dialy- 
sieren und fanden in Ubereinstimmung mit friiheren Unter- 
suchungen (Schittenhelm), daB das urikolytische Prinzip der 
Leber wie der Niere nicht dialysabel ist (Ansatz 19). Das 
Resultat wurde durch Ultrafiltration der Eluate bestitigt. 
Damit war deutlich erwiesen, da&B Ammoniak und urikoly- 
tisches Ferment zwei getrennte Dinge sind. 

Ks driingt sich uns die Frage nach dem Reaktionsverlaut 
des bis jetzt geschilderten Prozesses auf. Wir miissen sagen, 
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daB wir uns dariiber noch keine abschlieBende Meinung ge- 
schaffen haben. Die EKliminierung yon Zwischenkérpern ist 
der Gegenstand weiterer Untersuchungen auf diesem Gebiet. 
Ks erscheint uns nicht tibermifig schwierig, hier weiter zu 
kommen, da in der Allantoinfraktion eine Gruppe von Kérpern 
steckt, die nicht aus Allantoin bestehen und entweder Vor- 
stufen oder weiter oxydierte K6rper darstellen. 

Kine neue Versuchsanordnung, die das Durchstrémen mit 
Luft durch konstanten Sauerstoffdruck in der Schiittelente 
ersetzt, konnte die oben genannten Resultate der NH,-Wir- 
kung zunachst bestiitigen (Ansatz 14). Indessen erhielten wir 
einen leicht wasserléslichen Kérper, der weder Harnsiure noch 
Allantoin ist, keinen Schmelzpunkt zeigt und nach der Elementar- 
analyse am weitgehendsten der hypothetischen Glykoluriloxy- 
carbonsiure ahnelt (Analyse 2a). 

Kin anderer Weg, in den chemischen Reaktionsverlauf 
der Oxydation der Harnsiure einzudringen, bietet sich uns in 
der Verfolgung der Wirkung des Ammoniaks auf die 
Purinbasen. Versuche, die in dieser Richtung angestellt sind 
(Ansatz 20), geben in ihren bisherigen Ergebnissen folgendes Bild: 

Hypoxanthin, Guanin und Xanthin lassen sich in einem 
Milieu, wie wir es bei den Ammoniakurikolyseversuchen an- 
wandten, weiteroxydieren. In den Hypoxanthinversuchen fanden 
wir Defizite von T0—75 mg an der Substanz, auf der anderen 
Seite Spuren von Harnsiiure und eine recht erhebliche Allan- 
toinfraktion. In dem einzigen Guaninversuch erhielten wir 
fiir Xanthin charakteristische Krystalle seiner Nitratverbindung. 
In den wenigen Xanthinvorversuchen beschriinkten wir uns auf 
die Feststellung- des Defizits, das in dem Ansatz mit dem 
Py = 8 die GréBe von 180 mg erreicht. Auch in der Schiittel- 
ente bei konstantem Sauerstofidruck laBt sich Xanthin zu héheren 
Oxydationsstufen fiihren, doch ist der Reaktionsverlauf trige. 

Es wiirde uns die Bestiitigung dieser Befunde einen neuen 
Gesichtspunkt in der Bedeutung der Purinbasen bringen, in- 
sofern, als uns die aminierten Basen als Ubergangsformen von 
der niedrig oxydierten zur héher oxydierten Base als notwen- 
dige Zwischenprodukte erscheinen. Mit anderen Worten: die 
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Aminierung stellt den ersten Schritt zur Oxydation dar. Das 
C-NH, der Aminopurine reagiert dann leicht mit dem an- 
wesenden Sauerstoff in der betreffenden Lésung. Wir be- 
absichtigen, unserer Hypothese iiber den Chemismus der Purin- 
oxydation mittels der NH,-Katalyse in Balde in einer weiteren 
Mitteilung Rechnung zu tragen. 

Die Tatsache, da8 Ammoniak eine urikolytische Wirkung 
besitzt, wire dann von groBem Interesse fiir das urikolytische 
Problem geworden, wenn wir den Nachweis hitten fihren 
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Fig. 2. Allantoinfitterungsversuch am Hunde. 


kénnen, daB das Ammoniak mit dem urikolytischen Ferment 
identisch ware. Das ist aber nicht der Fall. 

Es bleibt indes die Frage offen, ob in der Konstitution 
des urikolytischen Fermentes eine NH,-Gruppe nicht eine 
ihnliche Rolle spielt, wie wir es bei dem ionisierten NH, sahen. 
Die zweite Frage ist die: kann das Ammoniak der Leber oder 
Niere des Menschen nicht unter gewissen Bedingungen das 
noch nicht festgestellte urikolytische Ferment ersetzen? Hin- 
weise, da8 dem menschlichen Organismus eine harnsiureoxy- 
dierende Kraft innewohnt, sind genug geschaffen. Es wiirde 
sich dann auch erkliren lassen, daB der menschliche Organismus 
nicht Allantoin als Endprodukt ausscheidet. Dazu miBte man 
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nachweisen, daB Allantoin, dem Menschen einverleibt, 
weiter abgebaut wird. 

Wir gaben also einem Patienten in zwei Perioden je 3 g 
Allantoin per os und fanden, da8B er von den 3 g in beiden 
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einander vergleichen. Beachtenswert ist auch der Anstieg der 
Harnstoffkurve nach der Allantoinverabreichung, sowie die leichte 
Erhebung in der Harnsiéurelinie bei Menschen, Dinge, die sich 
wohl als pharmakologische Wirkung des Allantoins auf den Purin- 
stoffwechsel erkliiren lassen wiirden, ahnlich der der methylierten 
Purine. Daf& das Defizit des Allantoins in der Harnstofffraktion 
steckt, ist méglich, miiBte aber noch weiter bewiesen werden. 


Experimenteller Teil. 

3,5 kg Rinderleber werden nach den Angaben der Will- 
stiitterschen Schule getrocknet und zermahlen. ‘Trocken- 
massen = 0,75 kg. 

Ansatzla. 110ccm Rohglycerinextrakt nach Willstitter 
(entsprechend 8 g Trockenleber), werden mit 200 mg U 14 Stdn. 
im Thermostaten unter Luftdurchleitung gehalten. Allantoin: 
28,5 mg (etwa 3 E.). Ein ebenso angestellter Ansatz ergab nur 
Spuren Allantoin. 

Ansatz 1b. 110 ccm Rohglycerinextrakt (hergestellt mit 
50°/, Glycerin) also = 8 g Trockenleber, ebenso behandelt, 
ergaben 60 mg Allantoin (etwa 6,3 E.). 

Ansatz 2. 50g 'Trockenleber werden mit 1500 ccm Wasser 
4 Stunden unter Toluolzusatz in der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt, die Aufschwemmung wird durch eine grofe Nutsche 
filtriert unter Vermeidung von Talkum, da dieses einen be- 
trichtlichen Teil des Fermentes adsorbieren kann. Ks resultiert 
eine klare, hell bis dunkelgelb gefiirbte Fliissigkeit. Organische 
Substanz 0,270°/,, Asche 0,074°/,, EKiweiB 0,133°/,, Rest N 
0,0416°/,, Harnsiiture 0. In den vielen ebenso hergestellten 
Extrakten schwankt die Menge der im Extrakt enthaltenden 
Trockensubstanz nicht sehr erheblich. Eine Beziehung zwischen 
der Menge der Trockensubstanz und der urikolytischen Kraft 
der Extrakte konnten wir nicht finden. Die wie oben an- 
gesetzten Fermentproben (Reaktion neutral, Harnsaéure in ganz 
verdiinnter Natronlauge gelést zugegeben, Temperatur 38° C, 
stindige Luftdurchperlung fiir 24 Stunden) zeigten folgende 
Wertigkeiten: 


11,3, 9,6, 4,5, 9,4, 11,7, 5,0 6,2 urikolytische Einheiten. 
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Ansatz 3. Je 12g Trockenleber werden in zwei An- 
siitzen mit Wasser aufgeschwemmt. Zu einem von _ beiden 
werden 200 mg Harnsiiure, in der iiblichen Weise geliést, zu- 
gesetzt. Zufiigung von Toluol. Unter Luftdurchleitung ver- 
bleibt der Ansatz 20 Stunden im Thermostaten. Nach Ablauf 
dieser Zeit in beiden Ansitzen dreistiindige Hydrolyse mit 
5°), Schwefelsiure. Im eiweiBfreien Filtrat Bestimmung der 
Restharnséure nach Kriiger-Schmidt. 





Bilanz: 
U im Leerversuch . . 70mg 200 mg + 70 mg 
O im Harnsiiureversuch: 108 ,, —108 ,, 
170 mg 


Die Aufschwemmung enthalt also 17 urikolytische EKinheiten. 
Ansatz 4, Aluminiumhydroxyd. 


Kine 10 g Trockenleber entsprechende Extraktionsfliissig- 
keit wird mit 50 ccm der nach Willstitter hergestellten 
Aluminiumhydroxydaufschwemmung (meist Form B), die also 
1,0 g Aluminiumhydroxyd in 50 ccm enthalt, nach Ansiuern 
mit n/10-Essigsiure mehrere Stunden geschiittelt. Die Filtrate 
zeigten folgende urikolytische Kraft: 


4,0, 7,2, 3,0, 3,8, 9,5, 7,6, 8,6 Einheiten. 


Ansatz 5. Tierkohle: 1g Tierkohle wird in der oben 
angegebenen Weise mit dem Leberextrakt geschiittelt. Es 
werden nicht adsorbiert: 4,5 Kinheiten. Kieselgur, auf gleiche 
Weise verarbeitet: nicht adsorbiert werden 5,5 Einheiten. 
Talkum: es werden nicht adscrbiert 6,0 Einheiten. 


Ansatz 6. Kaolin elektroosmotisch gereinigt. 


80 g Trockenleber werden mit 16C0 ccm Wasser 6 Std. in 
der Schiittelmaschine extrahiert. Vom Ungelésten wird durch 
groBe Nutschen abfiltriert. Die hell- bis dunkelgelb gefiirbten 
Filtrate werden mit 30 ccm n/-Essigsiure angesiuert und mit 
90 g Edelkaolin 3 Stunden lang geschiittelt. Die hierauf vor- 
genommene Filtration geschah durch ein dickes Talkumfilter. 
Das Filtrat war wasserklar bis hellgelb. Diese Filtrate, zum 
Fermentversuch angesetzt, enthielten noch 1,2 bis 2,1 Einheiten. 
Unterlie man das Ansiiuern vor der Adsorption, so wurden 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIXTI. 15 








914 A. Schittenhelm und Fr, Chrometzka, 


weitaus geringere Mengen adsorbiert: Es ftanden sich dann in 
300 Filtrat noch 4,7 Einheiten. 

Ansatz 7. Urikolytische Wirkung der Eluate. 

Die oben beschriebenen Adsorbate wurden nun mit 1500 ccm 
der Willstaitterschen Phosphatmischung [6 g (NH,),HPO, 
+ Tccm 25°/, NH,, aufgefiillt auf 1000 mit destilliertem Wasser’ 
3 bis 5 Stunden lang auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Je 300 ccm der Filtrate dieser Aufschwemmung wurden zum 
Fermentansatz genau neutralisiert gegen Phenolphthalein als 
Indicator (vergleichende p,,-Messungen ergaben angendhert den 
Wert von 7,6—8,6) und in der gewohnten Weise mit Harnsiure 
beschickt und unter Luftdurchperlung 24 Stunden im Thermo- 
staten gehalten. Die Wertigkeit der Filtrate driickt sich aus 
in den Zahlen: 

10,7, 12,1, 11,8, 8,25, 10,0, 11,9, 17,4 urikolytische Einheiten. 

Ansatz 8. Dialysierversuche. 

Kin nach der Willstitterschen Methode dargestelltes 
gereinigtes Kluat, das einen urikolytischen Wert von 13,7 Ein- 
heiten hatte, wurde gegen flieBendes Wasser 2 Tage lang dia- 
lysiert: Endwert: @ Kinheiten. Ein ebensolches Eluat mit 
dem Anfangswert von 17,4 Einheiten zeigte nach derselben 
Prozedur ebenfalls den Wert 0 Einheiten. 

Kin drittes Elutionspriiparat wurde gegen stehendes Wasser 
2 Tage lang dialysiert und bot dann folgendes Bild: 

AuBenfliissigkeit: 9,83 E. 
Innenfliissigkeit: 10,55 E. 

Ansatz 9. Destillationsversuche. 

200 com des nach Willstitter hergestellten Eluates 
werden unter Zusatz von 3 ccm n/l-HCl im Vakuum destilliert. 
Das Destillat wurde in der itiblichen Weise zum Ferment- 
versuch angesetzt und besa einen urikolytischen Wert von 
0 Kinheiten. Der VDestillationsriickstand zeigte einen solchen 
von 9,5 Kinheiten. 

200 cem desselben Kluates werden 3 ccm n/1 NaOH ver- 
setzt und ebenso destilliert. Das Destillat zeigt den uriko- 
lytischen Wert von 11,3 Einheiten, der Kolbenrviickstand einen 
solchen von 0 Kinheiten. 
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Ansatz 10. Kine Reihe der so gewonnenen Destillate 
hatten folgende urikolytische Werte: 


11,4, 9,5, 7,0, 6,0, 6,8, 7,6, 100, 13,1 Einheiten. 


8,5, 7,0 Einheiten aus menschlichen Eluaten. 

Die Wertung dieses Materials ist im theoretischen Teil 
zu ersehen. 

Analyse 1. Die aus dieser Versuchsanordnung gewon- 
nenen Allantoinfraktionen wurden gesammelt, das Quecksilber- 
salz zersetzt und die gewonnenen Krystalle mehrmals um- 
krystallisiert. Sie zeigten einen Schmelzpunkt von 230° C 
und einen Stickstoffgehalt von 35,0°/, (gefordert 35,49°/,). 

Analyse 2. Kine weitere Mikroanalyse der Allantoin- 
fraktion ist folgende: 

2,847 mg Substanz gaben 3,735 mg CO, und 1,175 mg H,O. 

1,826 mg - 55 0,560 cem N bei 18° C und 757 mm He. 

C,H,N,O,  Gefunden: C = 30,9°,, H = 4,62%, N = 35,8%,, 
gefordert: C = 30,38°/,, H = 3,80, N = 35,44). 
Der Schmelzpunkt dieser Substanz lag genau bei 231°C. Die 
Krystalle waren typisch fiir Allantoin. 

Ansatz 11. p,-Ansiatze zur Priifung der Alkaliempfind- 

lichkeit der Harnsiiure: 





Pr Werte Restharnsiiure 
6,62 198 mg 
7,08 200 ,, 
7,25 195 ,, 
7,50 200 ,, ¢ angewandt 200 mg 
7,80 195 ,, 
8,15 196 ,, 
8,40 190 ,, | 
9,00 500 ,, angewandt 500 mg. 


Ansatz 12. Wir gingen von der oben _ beschriebenen 
Willstatter-Phosphatmischung aus. 

a) 250 ccm derselben werden auf ein p,, von 7,5 ein- 
gestellt. Es werden 200mg U, in der gewohnten Weise gelist, 
zugefiigt und fiir 24 Stunden unter dauernder Luftdurcbperlung 
bei 38° C im Thermostaten belassen. 


Restharnsiaure: 115,2 mg. 
15* 
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b) Ansatz genau wie a); p,, = 7,6. 
Restharnsiure: 92,0 mg. 
c) Ansatz wie in a); p,, = 7,8. 


Restharnsiure: 85,0 mg. 


d) Ansatz wie in a); p,, = 7,9. 


Restharnsdure: 99,0 mg. 


e) Ansatz wie in a); p,, = 7,2. 


Restharnsa&ure: 184,4 ing. 


Ansatz 13. Als ein Demonstrationsversuch mag folgende 
Anordnung dienen: 

a) 0,3 g Harnsiiure, in 0,03°/,iger Sodalésung geldst ge- 
halten (etwa 500 ccm). 

b) 0,3 g Harnsiure, in 0,03°/,iger Sodalésung geldést ge- 
halten (etwa 500 ccm). Hierzu etwa 1 g NH,Cl. 

Beide Ansitze werden unter lebhafter Durchliiftung und 
Zusatz von reichlich Toluol fiir 12 Stunden in den Thermo- 
staten gestellt. Die Analyse nach dieser Zeit ergibt in An- 
satz 1 0,3 g Rest-U, in Ansatz 2 wird man nach der 
Kriiger-Schmidtschen Methode keine Fallung mehr erhalten. 


Ansatz 14. Schiitteln des Systems: U + NH, unter 
konstantem O,-Druck statt Luftdurchleitung. 

0,3¢ U werden unter tropfenweisem Zusetzen von n /10-NaQH 
gelést. Nach Abkithlen und Verdiinnen der Liésung wird ihr 
3cem 25°/,iges NH, zugefiigt. Es wird mit HCl neutralisiert 
und mit Natronlauge auf ein p,, von etwa 8,0 eingestellt. Die 
Lésung wird in die Schiittelente gebracht und ein konstanter 
O,-Druck an die Ente angeschlossen. Temperatureinstellung 
durch hei8e Féhnluft (Endtemperatur nach 6 Stunden: 42° C); 
kraftiges Schiitteln. Nach 6 Stunden findet sich: 


0,047 g U (Kriiger-Schmidt) d.h. 85°/, der Harnsiiure sind oxydiert. 


Analyse 2a. 


3,612 mg Substanz gaben 3,950 mg CO, und 0,93 mg H,0. 
2,093 mg - » 0,470 com N bei 20° und 729 ccm Hg. 


C,H,N,0, Gefunden: 29,82°/, C 2,88°/, H 24,50°/, N, 
gefordert: 29,70°/, C 2,97°/, H 27,0°, N. 
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Stundenversuche: a) 0,9 ¢ U. wie oben gelést; die 
Lésung wird mit 3g NH,Cl versetzt und auf 1500 ccm mit 
Wasser verdiinnt und auf ein p,, von etwa 8 eingestellt. Die 
1500ccm werden in 3 Teile geteilt. 


1. Teil = 0,3 g U. 
Angesetzt wie der obige Versuch. 
Versuchsdauer 1 Stunde. -- Harnsiuredefizit: Spuren. 


2. Teil = 0,3 g U. 
Versuchsdauer 3 Stunden. — Harnsauredefizit: 57,0 mg. 
3. Teil = 0,3 g U. 
Versuchsdauer 5 Stunden. — Harnsiuredefizit: 160,0 mg. 
b) 0,9 g U werden wie oben gelést u. verdiinnt, ohne 
NH,-Zusatz. Je 500 ccm (entsprechend = 0,3 g U) werden 
zum Versuch angesetzt: 


1. Teil ohne NH,. Temp. 45°C. Konst. O,-Druck. Reaktionsdauer. 
5 Stunden. Rest-U: 300,0mg. Defizit: 9. 

2. Teil + 1 cem NH, 25°/,ig, das vorher neutralisiert wurde. Konst. 
O,-Druck. Temp. 45°C. Reaktionsdauer: 1 Stunde. U-Defizit: 
22,0 mg. 

3. Teil wie Teil 2 behandelt. Reaktionsdauer: 3Stunden. U-Defizit: 
84,0 mg. 


c) 600 ccm einer 0,05°/, igen Sodalésung, die mit 0,6 g U 
beschickt ist (p,, = 9,4) wird geteilt; konst. Bedingungen wie 
unter a) und b). 

1. Teil ohne NH, 5 Stunden Reaktionszeit U-Defizit: 30,0 mg, 


2. Teil + NH, > + ‘ i 300,0 mg. 
Analyse 3. 

4,497 ng Substanz gaben 5,050 mg CO, und 1,60 mg H,0. 

2,168 mg a , 0,657 cem N bei 22° C und 735 mm Hg. 


C,H,N,0, Gefordert: C = 30,38°/,, H = 3,80°/,, N = 35,44°/,, 
gefunden: C = 30,60°/,, H = 3,95°/,, N = 33,5°/,. 
Schmelzp. der Substanz: 232° C. 

Ansatz 15. Einfache und Dampfdestillation der auf- 
geschwemmten Organpulver. 50g Trockenleber werden in 
etwa 200 com Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von 
15 ccm 15°/,iger Natronlauge in einem sehr groBen Kolben 
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destilliert (100° ©). Zur Verhiitung des Schaumens kann man 
Octylalkohol verwenden. Die Vorlage wird mit 100 ccm Wasser 
beschickt. Die Destillation geht bei dieser Anordnung nur 
langsam vor sich, das Destillat ist nicht sonderlich ferment- 
aktiv. Es wurde ein Fermentwert von 7,3 bzw. 5,0 Einheiten 
gemessen. 

Ansatz 15. Verwendung der Wasserdampfdestil- 
lation. Das Schaumen stért zunichst sehr. Man muB bei 
der Gefahr des Uberschiumens dann einfach die Wasserdampf- 
zufuhr drosseln. Innerhalb weniger Zeit (45—60 Min.) sind 
etwa 300 ccm iibergegangen. Die Reaktion des Destillates 
ist stark alkalisch. Es wird auf ein p,, von 7,6—8,0 eingestellt 
und mit Harnsiure im Thermostaten gehalten (Zusatz 200 mg U, 
Durchperlungsdauer 24 Stunden). In diesen Destillaten trifft 
man urikolytische Werte von 11,2—16,8 Einheiten. 

Ansatz 16. 50g menschlichen Leberbreies, der 2 mal 
mit Aceton und 1 mal mit Ather extrahiert war, wurde mit 
15 com 15°/,iger NaOH der Wasserdampfdestillation unter- 
wortfen. Das gegen Phenolphthalein alkalisch-reagierende Destillat 
(p,, etwa 9,0) wird ohne Neutralisation mit 0,2 geléster U unter 
den iiblichen Bedingungen im Thermostaten unter dauernder 
Luftdurchperlung gehalten. Nach 20 Stunden: 


U-Defizit: 138,0 mg. 





Die Produkte der Wasserstoffsuperoxyd-Oxydation 
der Harnsiure. 
Von 


Friedrich Chrometzka. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitit Kiel, Prof. Schittenhelm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1925.) 


Die Beobachtung, daB Ammoniak imstande ist, bei An- 
wesenheit von Sauerstoff die Oxydation der Harnsiiure zu 
Allantoin zu beschleunigen, fiihrte uns dazu, auch den Einflu8 der 
Amine auf das System: geléste Harnsiiture — schwach alkalisches 
Medium zu priifen. — Es fand sich, daB das Methylamin, wie 
das Athyl- und Trimethylamin keinerlei Wirkung im Sinne 
der Ammoniakkatalyse zeigte (Versuchsreihe 1). Nur das Amyl- 
amin lieB eine Harnsiurezerstérung erkennen, indes war das 
zur Verfiigung stehende Priparat nicht mehr einwandfrei. 

Es ware nun denkbar, dai im Organismus die Amine 
doch eine Aufgabe fiir die Urikolyse hitten, wenn auch nicht 
als solche, sondern vielleicht in Form ihrer Oxyde, die leicht 
Sauerstoff abgeben, vorausgesetzt, daB es gelingen wiirde, im 
Reagenzglas eine ahnliche Wirkung herbeizufiihren, wie wir es 
bei dem Ammoniak kennen gelernt hatten. — Wir benutzten 
das Trimethylaminoxyd, das wir nach den praparativen Vor- 
schriften fiir das Propylaminoxyd darstellten. Die Wirkung 
dieses Kérpers auf die Harnsiiure war gleich Null (Versuch 2). 
Kine zweite Versuchsreihe mit Aminoxyden, bei deren Her- 
stellung eine Isolierung des Oxydes aus dem Reaktionsgemisch 
nicht erst vorgenommen wurde, zeigte eine mehr oder weniger 
intensive Umsetzung der Harnsiiure zu Allantoin an (Versuch 3). 
Da indes, wie wir uns iiberzeugen konnten, noch geringe 
Mengen von Wasserstoffsuperoxyd in der Reaktionsfliissigkeit 
zuriickgeblieben waren, ist es méglich, daB die erzielte Urikolyse 
einfach durch das Oxydationsmittel H,O, herbeigefiithrt wurde. 
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Wenngleich eine Oxydation der Harnsiiure zu Allantoin durch 
H,O, bislang noch nicht beobachtet war’), darf man seine Ent- 
stehung durch dasselbe aus der Harnsiure a priori nicht negieren. 
Wir gingen also dieser Frage nach und stellten Versuche in 
der oben gegebenen Weise nur mit Wasserstoffsuperoxyd an 
(Versuche 4). 

Es sei zunichst darauf hingewiesen, daB die friheren 
Untersuchungen von Scholtz?) und weiterhin von Schittenhelm 
iiber den Kinfiuf des Wasserstofisuperoxyds auf die Harnsiure 








H-N—CO ll-N—C-OH NB, HN—C<p Ni, 
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H-N—C—N-H H-N—C———-NH HN--C——-NH 
Harnsiure Allantoin reduzierendes Allantoin 
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H,N NH, HN-—CO—— NH HN—CCyq —NH 
; | | + H,O | | +0 | 
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| | | | | | | 
HN-——CO-—NH HN CO——NH HN—C———NH 
Carbonyldiharnstoff Tetracarbonimid Zwischenprodukt 
| + H,0 (nicht isoliert) 
Y 
NH, NH, 
| | 
CO CO 
| | 
NU, NH, 


2 Mol. Harnstoff 


in der Siedehitze zur Isolierung von Tetracarbonimid (Scholtz) 
und Carbonyldiharnstoff (Schittenhelm) gefiihrt hatten. Die 
genannten Autoren lieBen H,O, bei alkalischer Reaktion bei 
hohen Temperaturen auf Harnsiure einwirken und gelangten zu 
den aufgefiihrten Kérpern. Bei der von uns benutzten Versuchs- 
anordnung: Oxydation mit H,O, bei einer Reaktion, die einem 
p, Yon 8,5—9 entsprach, bel mehrstiindiger Einwirkung bei 
37° C statt der Siedehitze, konnten wir in der Tat Allantoin 





1) Siehe letzter Absatz am SchluB der Arbeit. 
?) Chem. Ber. Jahrg. 34, Bd. 3 (1901). 
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als Zwischenprodukt isolieren. Damit glauben wir, das von 
Schittenhelm und Wiener’) angegebene Schema der Oxy- 
dationsstufen der Harnsiiure durch Wasserstoffsuperoxyd, das 
wie in der angegebenen Arbeit erwihnt ist, eine Liicke zwischen 
dem Ausgangskérper und dem von Scholtz gefaBten Oxy- 
dationsprodukt aufweist, ergiinzen zu kénnen. Wir stellen uns 
den Oxydationsverlauf nach dem obengegebenen Schema vor. 


Experimenteller Teil. 

1. Versuch: 3 ccm Methylamin (33°/, ige Loésung) bzw. 
Athyl, Trimethyl und Amylamin werden zu 3800 ccm einer 
sepufferten Phosphatlisung gefiigt. Das Gemisch wird mit 
0,2 g Harnsiure (mit n/10-NaOQH tropfenweise zugefiigt, ge- 
lést) beschickt, und das Ganze auf ein p,, von etwa 8 ein- 
sestellt. Das System wird 24 Stunden bei 38° C unter steter 
Luftdurchleitung im Thermostaten belassen. 

Die daraufhin vorgenommenen Analysen ergaben: 

Methylamin Athylamin Trimethylamin Amylamin 
U-Defizit: 26,6 mg 25,6 mg 23,0 mg 57,0 mg 

2. Versuch: Nach der fiir Propylaminoxyd angegebenen 
Methode wird Trimethylamin mit 3°/,igem Wasserstoffsuper- 
oxyd versetzt. Ks geht eine geringfiigige Reaktion vor sich. 
Nach Abklingen derselben wird auf dem Wasserbade bis fast 
zur Trockne eingedampft. Die Reste des unverbrauchten Tri- 
methylamins werden in Ather aufgenommen. Das Oxyd wird 
mit Chloroform extrahiert. Es lést sich indes sehr wenig, die 
Hauptmasse ist in Alkohol léslich. Dieser Teil wird mit 0,2 g U, 
in der oben angefiihrten Weise gelést, zum Versuch angesetzt 
(24 Stunden bei 38° C unter stiindiger Luftdurchleitung). 

U-Defizit: 26 mg. 

3. Versuch: Je 3 ccm einer 33°/, igen Lésung von Methyl-, 
Athyl- und Trimethylamin werden mit wenigen ccm 3°), iger 
H,O, im Reagenzglas versetzt und nach Abklingen der bei 
Methyl- und Athylamin stiirmischen Reaktion einige Minuten 


iiber offener Flamme gelinde erhitzt unter Benutzung eines 
LuftriickfluBkiihlers. Sobald die O,-Entwicklung aufhért, wurde 


1) Diese Zs. Bd. 62, S. 100 (1909). 
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die Reaktionsflissigkeit mit 0,2 U zum jeweiligen Versuch in 
der oben genannten Weise angesetzt. 
Methylamin Athylamin Trimethylamin 
+ H,0, + H,0, + H,0, 
U-Defizit: 50,8 mg 169,0 mg 192,4 mg 

Der Schmelzpunkt des isolierten Koérpers lag bei 230° ©. 
Krystallform fiir Allantoin typisch. 

4, Versuch: 0,5 g Harnsiure werden in Wasser aut- 
geschwemmt und unter tropfenweisem Zufiigen von n/10-NaOH 
gelést. Zu dieser stark verdiinnten Lésung, die schwach alkalisch 
gewahlt ist (p,, 8,5), wird Wasserstoffsuperoxyd zugefiigt, so dal 
0,5°/, Wasserstofisuperoxyd in der Loésung vorhanden ist. 
Unter Schiitteln wird nun 12 Stunden lang bei 38° die Oxy- 
dation durchgefiihrt. Nach dieser Zeit wurde das Gemischi 
nach Wiechowski aufgearbeitet. Der endgiiltige Quecksilber- 
acetatniederschlag wurde in iiblicher Weise mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt und aus dem Filtrat nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren Allantoin isoliert, wenn auch in geringer 
Ausbeute. In einem anderen Versuch erhielten wir das Allantoin 
durch einfaches Eindampfen der Reaktionsfliissigkeit. Die 
Klementaranalyse des Produktes ergab die folgenden Werte: 

3,62 mg Substanz gaben 4,026 mg CO, und 1,24 mg H,0O. 

1,82 mg - 5 0,54Tceem N bei 18° C und 760 cm Hg. 

C,H,0,N, gefordert: C 30,38°/, H 3,80°/, N 385,44°/, 

gefunden: C 30,34°/, H 3,92°/, N 34,70°/). 

Der Schmelzpunkt lag bei 232° C, auch die Krystallform 
war fiir Allantoin typisch. 

Nach Fertigstellung dieser Arbeit bemerkten wir, daB seit den 
Arbeiten von Scholz und von Schittenhelm und Wiener vor kurzem 
einige Arbeiten') in der amerikanischen Literatur erschienen sind, die 
iiber die Wasserstoffsuperoxydoxydation der Harnsiiure berichten. Auch 
diese Autoren stellen eine Oxydation der Harnsiure zu Allantoin durch 
Wasserstoffsuperoxyd bei geringer Alkalinitiit fest und bestiitigen die 


Darstellung des Carboxyddiharnstoffs von Schittenhelm und Wiener, 
nehmen dabei allerdings ein anderes Reaktionsschema an. 


1, C.S. Venable und F. J. Moore, Journal Americ. Chem. Soc. 
Bd. 39, S. 1750; Bd. 40, S. 1099. — Walters und Wise, Journ. Americ. 
Soe. Bd. 89, 8. 2472. — F.J. Moore und Ruth M. Thomas, Journ. 
Americ. Chem. Soc. Bd. 40, S. 1120. 











Spaltung der Starke mit Saccharomyces Sake. 


Von 
Knut Sjoberg. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, November 1926.) 


Seit langer Zeit ist die Hydrolyse der Stirke durch Amy- 
lasen verschiedener Herkunft, sowohl durch Malz-, Pankreas- 
und Speichelamylase als durch andere Amylasen aus der 
Pflanzen- oder Tierwelt bekannt und vielmals untersucht 
worden. Bei dieser Spaltung entsteht zum gréBten Teil Mal- 
tose, aber neben diesem Zucker, wie Pringsheim!) und der 
Verfasser *) gezeigt haben, auch Hexosane. Nach Untersuchungen 
von Kuhn’) kann die Starke auch zum Teil durch Emulsin 
gespalten werden, weshalb man annehmen kann, daB in dem 
Stirkemolektil sowohl a- als f-glucosidische Bindungen vor- 
kommen. Dies geht auch aus den verschiedenen Formen der 
Maltose hervor, welche primir entstehen, wenn Amylasen aus der 
Pflanzen- oder Tierwelt benutzt werden.*) Kine andere Spal- 
tung findet bei der Kinwirkung von Bacillus macerans statt, 
wobei die Spaltungsprodukte nicht aus reduzierenden Zucker- 
arten, sondern aus Polyamylosen mit den Hexoseresten in Ring- 
bildung bestehen. Fiir die Aufklirung der Konstitution der 
Starke kénnen die verschiedenen Spaltungsprodukte wichtigen 





) Pringsheim u. Beiser, Biochem. Zs. Bd. 148, 8. 386 (1924); 
Pringsheim u. Wolfsohn, Chem. Ber. Bd. 57, S. 887 (1924). 

4) Sjéberg, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1251 (1924). 

*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, S. 12 (1924). 

*) v. Euler u. Helleberg, Diese Zs. Bd. 139, S. 24 (1924); Kuhn, 
Chem. Ber. Bd. 57, S. 1965 (1924). 
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Beitrage liefern, und es ist deshalb von groBem Interesse, die 
Kinwirkung anderer Enzyme auf die Stirke naher zu unter- 
suchen. Pringsheim?) hat neulich durch Behandlung von 
Stirkekleister mit einem Priparat, das im Handel unter dem 
Namen ,,Biolase* vorkommt, einige neue Produkte erhalten. 
Bei Einwirkung unter 30° wird hauptsichlich Glucose gebildet, 
trotzdem das Priparat keine Maltase enthilt. Bei etwa 70° 
erhilt man indessen in griBter Menge einen K6rper von der 
Zusammensetzung C,,H,,0,,, welcher aus 3 Hexoseresten be- 
steht, und welcher ein gewisses Reduktionsvermégen gegeniiber 
der Fehlingschen Liésung zeigt, also eine freie Aldehydgruppe 
enthalt. Pringsheim hilt es fiir wahrscheinlich, daB diese 
Zuckerart mit der von Ling und Nanji®) beschriebenen 
8-Glucosidomaltose identisch ist. Bei noch héherer Temperatur 
wird ein anderes, noch nicht niher untersuchtes Produkt er- 
halten. 

Pringsheim und Leibowitz*) haben gefunden, daB bei 
gleichzeitiger Kinwirkung von verschiedenen Amylasen, sei es 
Pankreas- und Malzamylase, Speichel- und Malzamylase, 
Speichel- und Pankreasamylase, auf Stiirke Glucose als Spal- 
tungsprodukt entsteht. Dies Verhiltnis ist nicht nur durch 
das Vorkommen eines e«- und eines f-Enzyms zu erkliren, 
sondern man mu sich mehrere Enzyme vorstellen, welche ver- 
schiedene Bindungen in das Starkemolekil angreifen. Gott- 
schalk*) hat durch Einwirkung von Saccharomyces Ludwigii 
auf die Stirke Glucose als Spaltungsprodukt, ohne daB ein 
maltosespaltendes Enzym dabei war, erhalten. 

Diese neuen Ergebnisse liefern das Feld offen fiir fort- 
gesetzte Untersuchungen und Theorien iiber den Verlauf der 
Stirkespaltung. Ich habe deshalb einige Spaltungsversuche 
von Stiirke mit Saccharomyces Sake begonnen, und dabei einige 


') Pringsheim u. Schapiro, Chem. Ber. Bd. 59, S. 996 (1926). 

*) Ling u. Nanji, Jl. Chem. Soc. London Bd. 123, 8. 2666 (1923); 
Bd. 127, S. 629 (1925). 

’) Pringsheim u. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1262 (1925); 
Bd. 59, S. 991 (1926). 

*) Gottschalk, Diese Zs. Bd. 152, 8. 132 (1926). 
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neue Produkte erhalten, von denen eines friiher auf enzyma- 
tischem Weg erhalten worden ist, wiihrend andere in dieser 
Hinsicht neu sind, auch wenn sie zum Teil auf nicht enzy- 
matischem Weg dargestellt worden sind. Obschon die Unter- 
suchung noch nicht beendigt ist, sondern fortgesetzt wird, ist 
es doch von Interesse schon einige Ergebnisse mitzuteilen. 

Saccharomyces Sake gehért zu denjenigen Heferassen, die 
Dextrose, Saccharose und Maltose vergiiren, und es bestehen 
deshalb gewisse Schwierigkeiten, ganz bestimmt zu entscheiden, 
ob wiahrend der Spaltung der Stiirke Maltose oder Glucose 
gebildet werden, weil diese Zuckerarten der Vergiirung wegen 
nur in sehr geringen Mengen erhalten werden kénnen. In- 
dessen scheint es mir kaum, als ob einige vergiirbaren Kohlen- 
hydrate gebildet werden, da die ganze Kohlenhydratmenge 
noch nach Behandlung wiihrend einer Woche unverindert 
bleibt, was Hydrolyseversuche zeigen. 

Die Produkte, welche isoliert worden sind, bestehen teils 
aus Dihexosan, teils aus Amylobiose, und weiter aus einer noch 
nicht niher untersuchten Substanz. Die Bildung der Amylo- 
biose ist besonders nennenswert, da dieser Kérper friiher von 
Pringsheim!?) nur durch Behandlung der Polyamylosen oder 
der Kernsubstanz der Starke mit kalter konzentrierter Salz- 
siure erhalten worden ist. 

Die Tatsache, daB man jetzt nach einer ganz anderen 
Methode eine Substanz erhalten hat, die mit aller Wahr- 
scheinlichkeit identisch mit der Amylobiose ist, spricht dafiir, 
da8 man es hier wirklich mit einer einheitlichen und selb- 
stindigen Verbindung zu tun hat. Bei mehreren verschiedenen 
Spaltungsversuchen wurden dieselben Werte des Drehungs- 
vermégens und anderer Kigenschaften sowohl der Kohlen- 
hydrate als deren Acetylderivate erhalten. Da es noch nicht 
gelungen ist, diesen K6rper in krystallisierter Form zu er- 
halten, beweist nicht das Gegenteil, weil es tiberhaupt schwierig 
ist, Kohlenhydrate zu krystallisieren. 


———— 


') Pringsheim u. Steingroever, Chem. Ber. Bd. 59, 8, 1001 
(1926). 
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Die Amylobiose kann auf verschiedene Wege gebildet 
werden, entweder aus Dihexosan durch Aufspaltung der einen 
Bindung zwischen den Hexoseresten, in welchem Fall man 
hier ein Knzym hat, welches nur die eine Bindung im Di- 
hexosan angreift, oder man kann sich denken, daB die Amylo- 
biose zunichst gebildet wird und dann teilweise in Dihexosan 
iibergeht. Eine dritte Méglichkeit von groBer Wahrscheinlich- 
keit ist, daB beide Verbindungen aus einer labilen Verbindung, 
welche primir entsteht, gebildet werden. Diese letzte Reaktion 
braucht nicht enzymatisch zu verlaufen. 

Indessen scheint es noch zu friih sein, um zu entscheiden, 
wie die Stirkehydrolyse hier vor sich geht, und welche Sub- 
stanzen die Produkte primarer oder sekundirer Reaktionen | 
sind, ehe alle wihrend der Spaltung gebildeten Produkte naher 
untersucht worden sind. So viel ist jedoch sicher, daB Di- 
hexosan nicht als solches in dem Stiirkemolekiil vorhanden ist, 
da diese Verbindung, wie Versuche zeigen, von Schwefelsiure 
langsamer als die Stiirke selbst zur Glucose hydrolysiert wird. |} 

Auger der Isolierung der Spaltungsprodukte hat die Unter- 
suchung auch die Bestimmung der p,-Bedingungen und der 
Temperaturstabilitit umfaBt. Diese letzte erwies sich ziemlich 
grob, wenigstens wenn es sich um unreines Enzympriparat 
handelt. Die Kinetik der Spaltung ist auch Gegenstand der 
Untersuchung gewesen. 

Die Spaltung der Stirkelésungen geht im GroBen so vor, 
daB die zum Beginn sehr viscésen Liésungen ziemlich schnell 
verkleistert werden und eine leichtfliissige Lésung erhalten 
wird. Diese wird zuerst von Jodlésung blau gefirbt, die Farbe 
schligt aber bald in Violett und Rot iiber. Gleichzeitig wird 
ein schlammihnlicher Niederschlag abgesetzt, welcher zum Teil 
aus Hefemycel, zum Teil aus unverinderter Stirke besteht, 
da er von Jod blau gefirbt wird. Die klare Lésung enthilt 
nur unbedeutliche Menge vom Enzym. Dies wird also nur 
mit Schwierigkeit aus lebenden Zellen extrahiert. Dagegen 
zeigt der Niederschlag kriftige enzymatische Wirkung. Das 
Enzym kann also, ohne daB es aus den Zellen extrahiert wird, 
seine enzymatische Wirkung ausiiben. 
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Die Hefekultur wurde in Nihrlésungen folgender Zu- 
sammensetzung geziichtet: 


25 g Kartoffelstirke, 

g Ammoniumphosphat, 
0,25 g Magnesiumsulfat, 
0,25 g Natriumchlorid, 

Wasser zu 1000 eem. 


oe 


Die Lésungen wurden in Erlenmeyerkolben, die in ge- 
wohnlicher Weise sterilisicit und geimpft wurden, aufbewahrt. 

Nach 14 Tagen wurde die Lisung mit Jod rot gefiarbt. 
Der Niederschlag wurde entweder abfiltriert und unter Toluol 
als Wasseraufschlimmung bewahrt oder sofort in neue Lésungen 
eingeimpft. Bei Gegenwart von Toluol wird der Zuwachs der 
Hefe gehemmt, und man bekommt also in den Versuchen mit 
Toluol eine konstante Enzymmenge, indem in den anderen 
Versuchen eine Zunahme des Enzyms im Verhiltnis zu dem 
Zuwachs eintritt. 

Weiter unten wird ein Versuch angegeben, der zeigt, wie das 
teduktionsvermégen wihrend der Hydrolyse nur wenig zunimmt, 
indem gleichzeitig die Firbung mit Jod von Blau in Rot iibergeht. 

Versuch 1. Kine Liésung, welche in 100 ccm etwa 1 g 
lésliche Stiirke (Mercks), 20 ccm n/15-Phosphatlésung p,, 6,5 
und 5 ccm Enzymaufschliimmung enthielt, wurde _bereitet. 
AuBerdem wurde 1 ccm Toluol zugesetzt. Versuchstempe- 
ratur 37°. Von dieser Lésung wurden nach verschiedenen 
Zeiten Proben von 5 ccm genommen, und in diesen Proben 
wurde das Reduktionsvermigen nach Bertrand bestimmt, teils 
unmittelbar, teils nach Hydrolyse mit 5proc. Schwefelsiure 
auf dem Wasserbad wihrend 3—5 Stunden. Es ist nicht 
méglich, ganz genau die gebildete Menge reduzierender Kohlen- 
hydrate zu bestimmen, da man es nicht mit einem einheit- 
lichen Kérper zu tun hat. Aber mit Beriicksichtigung der 
Reduktionswerte, die spiiter fiir die verschiedenen erhaltenen 
Stoffe angegeben werden, kann man berechnen, da8 das Re- 
duktionsvermégen der reduzierenden Stoffe rund 30°/, von 
demjenigen der Maltose ausmacht. Nach dieser Berechnung 
sind die Werte in Tab. 1 angegeben. 
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Tabelle 1. 
Tage red. Kohle- {totale Menge Kohle- 
hydrate in g hydrate in g 
—_ > — ‘41415 
1 0,51 - 
2 0,54 1,13 
3 0,57 1,13 
5 0,63 1,13 
6 0,66 1,18 








Man findet, daB nach einem Tage etwa 50°/, der Stirke 
hydrolysiert ist und daB die Bildung von reduzierendev 
Kohlenstoffen dann sehr langsam geht. Wahrend dieser Zeit 
ist keine Vergiirung eingetreten. 

Nach 4 Tagen wurde die Lisung von Jod rot gefarbt. 

Bemerkenswert ist, daB die wihrend der Spaltung gebil- 
deten Stoffe langsamer als die Stiirke selbst von Schwefel- 
siiure zur Glucose hydrolysiert werden. Dies geht aus unten- 
stehender Tab. 2 hervor, die einen Vergleich zwischen der 
Spaltung von Starke und von obengenannter Versuchslésung 
nach 6 Tagen zeigt (vgl. Tab. 1). Hierbei wurde eine 1°/ ige 
Stiirkelésung verwendet und von der Versuchslésung 10 ccm, 
welche zu 50 ccm verdiinnt wurden, wobei 0,2°/,ige Lésung 
erhalten wurde. Die Werte in Tab. 2 sind auf die ganze an- 
fingliche Lésung umgerechnet. Die Konzentration der Schwefel- 


siure war 5°/,. ba . 
Labelle 2. 

















Stirkelésung Versuchslésung 
Minuten Glucose | Glucose Glucose Glucose 
mg oo mg % 
10 165 16,0 — — 
20 311 30,2 - vm 
40 590 57,3 = - 
60 i os 482 42.6 
80 876 85,0 - - 
120 a = 700 61,9 
180 1030 100 904 80,0 
240 1030 100 1013 89,7 
300 — | —_— 1138 100 
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Nach zweitigiger Behandlung der Stirkelésung mit dem 
Enzympraparat war eine dreistiindige Hydrolyse mit Schwefel- 
siiure geniigend, spiiter aber war es notwendig, jene 5 Stunden 
fortzusetzen. Hierbei diirfte es das Dihexosan mit seinen 
doppelten Bindungen zwischen den Hexoseresten sein, welches 
die langere Hydrolysezeit verursacht. 

DaB das Dihexosan von Schwefelsiure langsamer als die 
ljsliche Stirke hydrolysiert wird, geht aus folgendem Versuch 
hervor. 

Versuch 3. Zwei Lésungen wurden bereitet, von denen 
die eine 1°/, Starke und die andere 1°/, Dihexosan ent- 
hielten. AuBerdem wurde so viel Schwefelsiiure zugesetzt, dab 
die Konzentration 5°/,ig wurde. Das Dihexosan war aus der 
Restsubstanz bei Spaltung der Starke mit Malzamylase her- 
gestellt worden.!) Die Loésungen . wurden in demselben 
kochenden Wasserbad erhitzt und Proben von 5 ccm wurden 
zu verschiedenen Zeiten herausgenommen und die gebildeten 
Zuckermengen nach Bertrand bestimmt. In untenstehender 
lab. 3 ist der gebildete Zucker als Glucose berechnet. 


Tabelle 3. 














gebildete Glucose in °/, 
Minuten oreo Aten 
Stiirke | Dihexosan 
30 56,4 46,7 
60 76,9 62,1 
90 89,0 75,0 
180 98,3 77.0 
he ee iia tband ia anes 
- fc 
Ps ——— ~ 
Pi ee 
, — a 
Ss | \ a 
ae said | 7 ’ 
ye ae 
FET a ee 
O8 «< 1ol4in 


© Stirke, * Dihexosan. 





') Sjoberg a.a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXII 16 
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In der Figur sind die Werte gezeichnet worden. 

Als charakteristisch fiir die Spaltung ist auch zu nenney 
daB waihrend der Hydrolyse jodverbrauchende Stoffe gebild 
werden, welche jedoch spiiter wieder verschwinden. Wiederholt: 





a 


quantitative Versuche haben nimlich gezeigt, dai die w- 
springlichen Lésungen kein Jod yerbrauchen, aber nach Hydro- 


lyse wihrend einiger Stunden wird eine gewisse Menge Jo 


entfirbt, welche Menge bis zu einer bestimmten Grenze zu- 


nimmt, um spiiter wieder kleiner zu werden. Wenn di 
Hydrolyse beendigt ist, wird Jod nicht mehr verbraucht. 


Die Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Spaltung. 


Die optimale Wasserstoflionenkonzentration der Spaltun: 


kann verschieden sein, je nachdem man lebendes Materia’ 


oder eine Liésung des Enzyms hat. Im ersten Fall wird d: 
Optimum aus dem Optimum des Zuwachses der Hefe und de: 
Optimum der Enzymwirksamkeit zusammengesetzt. Versuch: 
sind deshalb teils mit lebendem Material, teils mit einer Au 
schlammung von totem Material ausgefihrt worden. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. 

Versuch 4a. Mit lebender Heie. 

100 ccm einer Loésung, die in 1 Liter 10 g Starke, a 
organische Salze in derselben Menge, wie friiher angegebe: 
und 10 ccm Phosphatlésung von verschiedenen p,, enthiel 
wurden mit 1 ccm einer Hefeaufschlimmung geimpft, welche 
5°/iger Stirkelésung geziichtet war. Nach verschiedene 
Zeiten wurden unter VorsichtsmaBregeln gegen Infektio: 
Proben entnommen, die dann mit Jodlésung versetzt wurde: 
Zu derselben Zeit wurde eine Loésung ohne Hefe bereite 
Versuchstemperatur 37°. Die Ergebnisse sind in Tab. 4a 
finden. 

Nach dieser ‘T'abelle ist also die Enzymwirkung av 
gréBten bei p,, 7a, das Gebiet, innerhalb dessen eine Spaltun; 
vor sich geht, ist aber ziemlich groB. Besonders ist schwac! 
alkalische Reaktion kein Hindernis, zum Teil darauf beruhen: 





Ate 


a, SRT 
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labelle 4a. 
Pi 4.5 2,0 6,5 1,5 9,0 7 
ohne Hete 
lage blan blau vio. | blau blau blau 
, gelb gelb gelb gelb celb blau 
Pr 2.0 | 3,5 5,0 7,0 10,0 
| Tag blau | blau | bilan blau blau 
2 Tage gelb rotviolett 
ae" blauviol. gelb 
t rot 
‘ | gelb 
- ; } 














dab die Wasserstoffionenkonzentration nicht ganz konstant ge- 
halten werden kann, sondern die Lésung wird withrend der 
Hydrolyse sauerer. 
Versuch 4b. 
10 ccm 2°/,iger Stirkelésung, 10 ccm Phosphatlésung, 
|! ccm Enzymaufschlimmung und 0,5 com Toluol wurden ge- 
gestellt. 


Versuche mit Knzymaufschlammung. 


7) 


mischt und in Thermostaten bei 37 
sind in Tab. 4b angegeben. 


Tabelle 4b. 


Die Ergebnisse 


tis 






































i oo » rn > ~- r 
Pu 1.2 62 2,D 6,0 6,9 (,0 9,0 
Tag | blau | blau blau blau blau blau blau | blau 
blau- | blau- | blau- }| blau- | blau- 
» Tage saa . ' 
violett { violett | violett | violett | violett 
blau-]|_. rot- blau- 
a ; violett rot rot ; violett |. , 
violett violett violett ” 
Pir 4,2 9,2 24D 6,0 6.5 7,0 
: LU - 
5 Tage} blau | blau | blau | blau | blau | blau 
blau- | blau- | rot- _— blau- 
violett} violett } violett violett 
. | 
ae ; ; rot- | blau- 
olett} violet rot ; violett i_. 
violett | violett sas violett | violett 





Hier ist die Enzymwirksamkeit am gréBten bei p,, 5,5—6,0, 


16* 


also in ein wenig saurerer Lésung als in vorhergehendem Ver- 
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such. Im folgenden sind die Versuche, wenn es sich um gleich- 


zeitigen Zuwachs und Spaltung handelt, bei p,, 6,5 ausgefiihrt 
worden, wenn es sich nur um Hydrolyseversuche handelt bei 
p,, 6,0, wenn nichts anderes angegeben ist. 


Die Temperaturstabilitat. 


Kine Mischung von 4ccm Phosphatlésung 
p,, 6,0 und 1 ccm Enzymaufschlammung wurde wahrend 1 Stunde 
im Wasserbad in zugeschmolzenen Roéhren bei verschiedenen 
Temperaturen erhitzt. Die Loésungen wurden dann mit 5 ccm 
1°/,iger Starkelésung gemischt. Die Hydrolyse der Stirke 
wurde so bei 37° ausgefiihrt. Proben wurden nach verschie- 


denen Zeiten herausgenommen und die Farbung mit Jod unter- 
sucht. 


Versuch 5. 


Tabelle 5. 





Temp. nicht erhitzt 50° 70° 80 ° 
1 Tag blau blau blaun blau 
2 Tage violett os a _ 
3 » ” 

5 rot violett “ 
6 99 ”? ’ ” 
i tw gelb rot e 














Versuch 6. In diesem Versuch wurde sowohl die Wasser- 
stoffionenkonzentration wie die Erhitzungstemperatur variiert. 


Tabelle 6. 








Pu D,2 D0 3,9 5,5 6,5 6,5 
Temp. 65° 55° 65° — 55 | 65° 
1 Tag violett violett blau rot blau blau 
3 Tage rot gelb gelb gelb gelb rot 

Pu 5,2 5,2 5,5 5,5 B,D 6,5 
Temp. 70° 15‘ — 70° 15° 70° 
1 Tag blau blau rotviolett blau blau blau 
2 Tage i gelb i, ‘ 

4 ” ” ” ” 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 


























Py 4,5 4,5 7,0 7,0 
Temp. ~~ 60° _ 60° 
1 Tag rot rotviolett rot rot 
2 Tage gelb rot gelb " 


Nur die Versuche, welche in derselben Abteilung in der 
Tabelle stehen, sind miteinander ganz zu vergleichen, da nur 
diese mit demselben Enzympriparat ausgefiihrt sind. Bei 60° 
scheint das Enzym nur unbedeutend inaktiviert zu werden, 
dagegen ist es bei 70° ganz zerstért worden. Diese Versuche 
sind jedoch nur von orientierender Art, weil das Enzympriparat 
sehr unrein ist und die begleitenden Stoffe eine Schutzwirkung 
ausiiben kénnen. 


Die Isolierung der Spaltungsprodukte. 

Sterilisierte Nahrlésungen mit 2°/, Starke wurden geimpft 
und bei 37° im Luftthermostaten aufbewahrt, bis die Lésungen 
nicht mehr von Jod blau oder violett gefairbt wurden. Die 
Lésungen wurden filtriert und auf dem Wasserbade bis zum 
kleinen Volumen (1 Liter zu 100 ccm) eingedampft, wonach so 
viel Alkohol zugesetzt wurde, dai die Konzentration des Alko- 
hols 70°/, ausmachte. Hierbei wurde ein weiBer, zaher Nieder- 
schlag gebildet, der nach 1 Tag abfiltriert wurde. Die Lésung 
wurde von neuem auf ein kleines Volumen eingedampft und 
noch einmal mit Alkohol von derselben Konzentration gefallt, 
und dies wurde so lange wiederholt, bis kein Niederschlag 
mehr entstand. Der zuerst erhaltene Niederschlag wurde in 
der kleinsten Menge Wasser gelést und wieder mit Alkohol 
gefallt. Dies Verfahren wurde fiinfmal wiederholt; dann wurde 
mit starkem Alkohol gefillt, der Niederschlag abfiltriert und 
mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. SchlieBlich 
wurde im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 60° getrocknet. 
Man erhalt so ein weiBes Pulver, welches in Wasser sehr 
leichtléslich, in organischen Lésungsmitteln aber unldslich ist. 
Ks ist noch nicht gelungen, diese Substanz in krystallisiertem 
Zustand zu erhalten. 
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Die Filtrate von oben wurden bis zu Sirupkonsistenz ein- 
gedampft und mit warmem absoluten Alkohol extrahiert, bis 
nichts mehr in Lésung ging. Der Riickstand wurde im Va- 
kuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd wie oben getrocknet. 
Der so erhaltene K6rper ist in Wasser sehr leichtléslich, in 
95°/, igem Alkohol ein wenig lislich, aber in absolutem Alkohol 
und anderen organischen Lisungsmitteln unléslich. 

Um ganz sicher zu sein, daS man nicht in jeder Fraktion 
eine Mischung von zwei Stoffen bekommt, die von den beiden 
l\omponenten der Starke, Amylopektin und Amylose, herstammen, 
wurde oben beschriebenes Verfahren mit den beiden Kompo- 
nenten, jedes fiir sich ausgefiihrt. Sie wurden nach der Me- 
thode von Gatin-Gruzewska') dargestellt. Hierbei ergab 
sich. daB die in Alkohol schwerliéslichere Substanz in den 
heiden Fallen verschiedenes Drehungsvermégen zeigte; die 
Substanzen waren also nicht identisch. Bei Spaltung der 
Amylose wurde Dihexosan und bei Spaltung des Amylopektins 
eine Substanz, die noch nicht niher untersucht ist, aber ein 
Drehungsvermégen in Wasser [@|p*’= + 172° hatte, erhalten. 
Dagegen erwiesen sich die in starkerem Alkohol léslichen Sub- 
stanzen als identisch und bestanden aus Amylobiose. 

Bei wiederholten Versuchen wurden durch dies Verfahren 
konstante Werte der Drehung und anderer Eigenschaften dieser 
Stoffe erhalten und man diirfte sie folglich als einheitlich an- 
sehen kénnen. Die Kohlehydrate selbst sind, wie gesagt, nicht 
in krystallisiertem Zustand erhalten, wohl aber ihre Acetyl- 
derivate. 

Hier unten folgt nihere Beschreibung der erhaltenen Pro- 
dukte. 


Beschreibung der Reaktionsprodukte. 


I. Amylobiose. 
A. Aus Amylose hergestellt. 
Die Bestimmung des Drehungsvermégens in Wasserlésung 
ergab fiir verschiedene Priiparate folgende Werte: 


1) Gatin-Gruzewska, Compt. rend. Bd. 146, 8S. 540 (1908). 
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),83 + 100 
180 a Bac: anes Poa oe ake > O 
[a|p | 0,7492 110,8 ’ 
0,62 - 100 
a\p’ = + 4+~——— =+4 112,6°. 
ab 0,5416 p 


Keine Mutarotation fand statt. 

Das Reduktionsvermégen, nach der Methode von Ber- 
trand bestimmt, war, wenn dasjenige der Maltosé gleich 100 
sesetzt wird, Rm = 30. 

Die entsprechenden Werte Pringsheims sind 

[a \p* = + 110—1138°, Rm = 30. 

Octaacetylamylobiose. 1g Amylobiose wurde mit 10 ccm 

Pyridin und 10 ccm KEssigsiureanhydrid auf dem Wasserbade, 


bis alles gelést war, erhitzt. Nach Erkalten wurde das ge- 
bildete Acetylderivat durch AusgieBen in Kiswasser gefiilt. 


, at ae 1s 7: 
| Die Lésung wurde filtriert, der Niederschlag gewaschen und 
im Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd bei 60° ge- 
ti getin se 
trocknet. Das Priiparat wurde durch Umkrystallisation aus 
Toluol und Chloroform gereinigt. Es ist in Ather und Petrol- 
; ‘ither schwerldslich, in den meisten anderen organischen Léi- 
sungsmitteln léslich. 
} 
. | Drehungsvermégen in Chloroform: 
- roqi8 0,67 + 100 Qn 50 
[a|b° = - won ee bt ORG 
t dD 0,702 
- = 0,80 - 100 ‘ 
| 113 — j_ (i, Sa Recor. = -L {yr oY. 
L@ JD 0,840 ' 
; Drehungsvermégen in Pyridin: 
cael 0,76 + 100 e 
ae? oid, ee ae 
L@ 1D 0,784 
Bestimmung der Acetylgruppen durch Verseifung mit 0,1 n- 
Kalilauge bei Zimmertemperatur und Titrierung mit 0,1 n- 
Salzsiure, 
M 


0,0347 g Substanz, 10,2 cem KOH, 5,35 cem HCl, 50,4°/, CH,CO, 
its. . ,7%1 » «© 1.» «x's eM 
. 


Ber. 50,7°), CH,CO. 





936 Knut Sjéberg, 


B. Aus Amylopektin dargestellt. 
Drehungsvermégen in Wasser: 


Q 1,58 + 100 

w= in oo 0 
[@ |b = + 14064 - BER, 
ceinse — 4 985:100 4 4y 
l@\p = + 0,7640 lit, ,. 

Lm = 87. 
Acetylderivat. 
Drehungsvermégen in Chloroform: 

oo . , SOO " 
l¢]jp =+—- 1,245 + 95,6°, 
ri 0,81 - 100 
fal? = 4-- —————— = + ' 
a \p -+ 0,856 94,6 


Bestimmung der Acetylgruppen: 
0,0464 g Substanz, 33,3 eem KOH, 27,9 cem HCl, 50,0°,, CH,CO, 
0,0481¢ ,, , 34,8 4, 4 » 29,4 » 9» » 48,8% 


Pr] 


I]. Dihexosan. 
Drehungsvermégen in Wasser: 


r 0 0,67 + 100 ” 
yg = - Di Ae red a — 0 
[@]b" = + 9 ages + 157,1°, 
0 «} 0 
[@|b* =-+ aL = + 157,2°. 


Frither ist [@}he sem = + 155° gefunden. ") 

Bei Reduktion von Fehlingscher Lésung nur Spuren 
von Kupferoxydul. 

Bestimmung des Molekulargewichts in Wasser nach de. 
kryoskopischen Methode: 
M=E-p!/P-d, EL=1860, p=0,2061g, P=10g, d=0,110", 

M= 349, W ber. 324. 

Hexaacetyldihexosan wurde in analoger Weise, wie oben 
beschrieben ist, dargestellt. 

Drehungsvermégen in Essigsiureanhydrid: 


20 1,10-100 
Lb = + — _— = +] 0 
|e |b 1 0,870 i 26,4°, 
me 1,46- 100 . 
[lb = + agg = t+ 122,9°. 


1) Sjoberg, a. a. O, 
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Spaltung der Stiirke mit Saccharomyces Sake. 937 


Drehungsvermégen in Pyridin: 


“ 1.71-100 - 
ee) oe ee 49F QO 
1a S) a = — 20, ‘ 
. J 1,397 . 
Frither ist [@|ie gen = -+ 124,6° gefunden. 


Bestimmung des Molekulargewichts in Bromoform: 
# = 14400, p=0,18388g, P = 26,89692, 4 = 0,184", 
M = 5385, W ber. 576. 
Bestimmung des Molekulargewichts in Phenol: 
H=71200, p=0,2663¢, P=7,4114g, d4=0,488°, 1”=531. 
Bestimmung der Acetylgruppen: 


0,0543 g Substanz, 23,2 ecm KOH, 17,6 cem HCl, 44,5°,, CH,CO. 
Ber. CH,CO 44,79°/,. 


ren 


pen 
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VII 


Uber das Verhalten von Cetylacetat im Tierkérper. 


Von 


Dr. med. Rudolf Maneke, 


Assistent an der medizinischen Universititsklinik Leipzig. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


Der Redaktion zugegangen am 9. November 1926.) 
§ } 


[In vorliegender Arbeit sollte in Fortsetzung der Unter- 


suchungen von Thomas und Flaschentriger?) die Resorp- 
tion des Cetylacetats und sein Verhalten im Tierkérper unter- 
sucht werden. 

Cetylacetat verhalt sich physikalisch und in der Léslich- 
keit wie ein Fett, schmilzt bei 22—23°, spez. Gew. 0,858 bei 
20°, ist geschmack- und geruchlos. Seine beiden Bestandteile, 
Cetylalkohol und Essigsiiure, kommen im tierischen Organis- 
mus Vor. 

Der Cetylalkohol (Schmelzp. 49,5°) wurde zuerst von Chevreul?), 
an Palmitinsiiure gebunden, im Walrat nachgewiesen. Walrat enthiilt 
51,56 bis 54,22°/, Cetylalkohol. AuBerdem findet man ihn in dem Dég- 
lingsdl*) aus der Kopfhéhle des Entenwales. Er findet sich auch unter 
den unverseifbaren Bestandteilen der Haifisch- und Rochenleber@le.*) 
In den Talgdriisen (Biirzeldriisen) der Ginse und Enten wurde sein 
Vorkommen friiher angenommen’), doch ist der darin vorkommende AI- 
kohol als Octodeeylalkohol") erkannt worden. Auch in den Ovarial- und 
Dermoidcysten kommt ebenfalls nicht, wie nach den friiheren Unter- 
suchungen’) angenommen wurde, Cetylalkohol vor, sondern ein héheres 
Homologon, der Eikosylalkohol.*) Noch kohlenstoffreichere Alkohole 
wurden in niederen Tieren gefunden. Die einwertigen héheren Alkohole 
sind also keineswegs kérperfremde Stoffe. Ein naher Verwandter des 
Cetylalkohols ist die in simtlichen tierischen Fetten vorhandene Pal- 
mitinsiiure, die aus ihm durch Oxydation entsteht. 
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Auch der zweite Bestandteil meines Esters, die Essigsiiure, ist dem 
Kérper nicht fremd; sie findet sich als Bestandteil normaler Ausschei- 
dungsprodukte, aber auch der Korpersiifte in Spuren. Sie gilt daher 
mit Recht als ein im intermediiiren Stoffwechsel regelmiBig entstehendes 
Produkt. Dem entspricht, dab sie, von auben zugefiihrt, in groBen 
Mengen glatt verbrannt wird. 

Der von mir benutzte Ester ist allerdings ein koérper- 
iremder Stoff. Andere Ester wurden, wie gesagt, z. B. im 
Hautfett’) gefunden, also nicht im Inneren des Korpers. Dort 
ist —- wenigstens bei den hédheren Siiugetieren — weder 
Cetylalkohol, noch einer seiner Ester bisher gefunden worden. 


I. Resorption. 


Es erhebt sich zuniichst die Frage, ob der Ester iiber- 
haupt resorbiert wird. 

Aus dem Schrifttum iiber die Resorption der Fette 
verwiesen sei nur auf die neuen Zusammenfassungen von 
Magnus-Levy und L. fF. Meyer?®) und von Leathes und 
Raper!!) — ]&Bt sich diese Frage a priori nicht beantworten. 
Kir diese ist als conditio sine qua non festgestellt worden, 


+ 


daB sie erstens emulgierbar, zweitens bei Kérpertemperatur 
fliissig, drittens verseifbar sein miissen. Alle drei Bedingungen 
sind beim Cetylacetat erfiillt. Von seiner leichten Verseif- 
barkeit habe ich mich bei der Bestimmung der Koéttstorfer- 
schen Zahl des Esters iiberzeugt, die ich 6fters auszufiihren 
hatte, um die Reinheit des von mir dargesteliten Esters fest- 
zustellen. 

Die Resorption des Cetylpalmitats (Schmelzp. 48°) ist von 
Munk und Rosenstein?!*) untersucht worden. Sie fanden, 
daB hiervon 15°/, im Darm des Menschen in Palmitinsiure 
und Cetylalkohol gespalten wird, von denen die erstere resor- 
biert und mit Glycerin zu Palmitin synthetisiert wird. Dies 
konnte durch die Vermehrung des Palmitins im Chylusfett 
gezeigt werden. Cetylalkohol konnte im Unverseifbaren nicht 
nachgewiesen werden. Ausniitzungsversuche am Hunde er- 
gaben, daB bei einer T'agesgabe von 14g Walrat 69°/, 
Darm ausgeniitzt werden. Die Analyse des Kotfettes ergab zu 


im 
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93,6°/, unverandertes Cetylpalmitat, 4,7°/, freie Fettsduren, 
1,7°/, Seifen. 

Freier Cetylalkohol (Schmelzp. 49,5°) ist bereits von 
Thomas und Flaschentrager') auf seine Resorptionsfihig- 
keit beim Hunde untersucht worden. Im Kot konnten 21 bis 
37°/, der eingefiihrten Menge nicht wiedergefunden werden; 
danach berechnet sich eine tigliche Aufnahme von 4 bis 5 g. 

Das leichter fliissige, schon bei 22° schmelzende Cetyl- 
acetat wurde aber im gleichen Versuche zwar prozentisch 
etwas besser — bis 48°/, — ausgeniitzt, die im Tag resor- 
bierbare Menge ist aber nur wenig gréBer gewesen. 

Ks hat immer etwas Mifliches an sich, wenn man die 
Resorbierbarkeit einer Substanz nur dadurch zu_ beweisen 
sucht, daB man einen Teil davon im Versuchskot nicht wieder- 
tindet. Die Resorbierbarkeit des Esters wurde daher weiterhin 
dadurch sicherzustellen gesucht, dai man ihn jenseits der 
Darmwand nachweist. 

In Betracht kommt in erster Linie die Ductuslymphe. 
Munk!?’) hat diesen Weg bereits mit dem Palmitinsdiureester 
eingeschlagen, aber doch im Chylusfett nur Tripalmitin ge- 
funden. Mir stand keine kiinstliche Ductusfistel zur Ver- 
fiigung. Es traf sich aber giinstig, daB zu dieser Zeit in die 
med. Universititsklinik eine Patientin mit Chylurie aufgenom- 
men wurde. Ich habe ihr innerhalb 3 Tagen, in Salatél gelést, 
50 g Cetylalkohol gegeben. Im Harnfett dieser und der fol- 
genden Tage konnte kein Cetylalkohol nachgewiesen werden 
(vgl. S. 254). 

Weiterhin haben die Hiimoconien zum Nachweis fiir aut- 
genommenen Hster gedient. Zum gleichen Zwecke wurden sie 
zuerst von Kreidl-Neumann?*) benutzt und sind in aus- 
vedehnten Versuchen von ihnen herangezogen worden, um die 
Frage zu kliiren, ob durch die Placenta beim Meerschweinchen 
Fett resorbiert wird. Der qualitative Nachweis gelingt im 
Plasma und Dunkelfeld mit wenigen Tropfen Blut (vgl. 8. 249). 
Schwieriger ist ihre quantitative Bestimmung mit Okularnetz- 
mikrometer, die neuerdings von Gage und Fish?) durch- 
gefiihrt worden ist. Ich begniigte mich mit ihrem qualitativen 
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Nachweis, konnte unter diesen Umstinden eine Vermehrung 
nur recht unsicher schitzen. Besser schien es mir, yon himo- 
conienarmen Blute auszugehen. Ich benutzte daher Kaninchen, 
die fettfrei gefiittert wurden. Nach oraler Zufuhr von Sahne 
traten, wie bekannt, Himoconien in reichlicher Menge auf und 
yverschwanden in einigen Stunden, langstens bis zum niichsten 
Tage wieder,’®) Nach oraler Zufuhr von Cetylacetat vermiBte 
ich aber eine Vermehrung der Hiimoconien (vgl. S. 256). Bei 
Hunden wurde das Blut nie himoconienfrei, auch nicht 
nach eben ausreichender fettfreier Fiitterung mit Kohle- 
hydraten. Die Vermehrung nach Zufuhr von Cetylacetat 
konnte hier also nicht sichergestellt werden. Das gleiche 
silt fiir Giinse. 

Die Hamoconien lassen sich also nicht dafiir benutzen, 
die Aufnahme von Cetylalacetat darzutun. Dadurch bleibt 
trotzdem seine Resorptionsfahigkeit méglich und, wie die Aus- 
nutzungsversuche zeigen, wahrscheinlich. Bei dem spiiter zu 
besprechenden Giinseversuch wurden wiihrend 6 Wochen 680g 
Kster verfiittert, von denen wenigstens 420 g aus dem Darme 
verschwunden sind, wie die Aufarbeitung des Kotes ergab. 
An der Aufnahme des Esters ist also nicht zu zweifeln. Er 
wire aber auf seinem Durchtritt durch die Darmwand auch 
noch mit histologischen Methoden zu verfolgen. 

Cetylacetat ist als Ester eines einwertigen hochmolekularen 
Alkoholes mit den Cholesterinestern zu vergleichen. Uber die 
Resorption des Cholesterins und seiner Ester liegen zahlreiche 
Arbeiten?*) vor, die die Aufnahmefihigkeit des Alkohols mit 
Sicherheit beweisen. 

Wenn trotzdem keine Himoconien in den angefiihrten 
Kaninchenversuchen aufgetreten sind, so kann die Ursache 
dafiir in der verhiltnismiBigen Langsamkeit der Resorption 
und der groBen Geschwindigkeit liegen, mit der der Ester aus 
dem Blute wieder verschwindet, abgelagert oder weiter ver- 
arbeitet wird. 

Um die Resorption zu beschleunigen, wurde der Ester 
subcutan (Versuch 5) und intrapleural (Versuch 6) gespritzt. 
Auch hier traten keine Himoconien auf. Der jedoch nur zum 
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Teil an Ort und Stelle noch vorhandene Ester war in den 
wenigen Tagen bis zum Tode des Tieres teilweise verseift und 
weiterverarbeitet worden. 


II. Ablagerung oder Weiterverarbeitung? 


Die aufgenommenen Fette werden zum Teil in der Leber, 
zum gréBeren Teil .im Depot“ abgelagert. Unter Umstinde: 
werden auch ‘eile durch die Milchdriise!), die Talgdriisen * 
ausgeschieden oder erscheinen in der Galle.t*) Auch kérper- 
fremde Fette — besonders Glyceride — werden aufgenommen, 
die kérperfremden Fettsiuren lassen sich an den genannten 
Orten wiedertinden.””) 

[ch habe zunichst Cetylacetat in der Milch eines Schates 
und einer Ziege nachzuweisen vyersucht (vgl. 8.255), die i 
ihrem Futter 12 Tage lang tiiglich 15 bis 25 g Ester bekommen 
haben, also eine Menge, die im Verhiltnis zu den Mengen, 
die im Hundedarm resorbiert werden, gut aufgenommen werden 
konnten. Das Schaf wurde gewihlt, weil seine Milch sehr viel 
fettreicher ist, also die Wahrscheinlichkeit dort gréBer ist, dab 
der verfiitterte Ester mit ihr ausgeschieden wird. Bei de 
priparativen Aufarbeitung des gefundenen Milchfettes beide: 
Tiere auf Essigsiiure und Cetylalkohol konnte keiner von 
beiden Bestandteilen wieder gefunden werden. Der Kster 
wurde also bei dieser Anordnung des Versuches sicher nicht 
durch die Milchdriise ausgeschieden. Ob er bis dahin iiber- 
haupt gelangt ist, bleibt noch zu entscheiden. 

[ch versuchte sodann, in dem Depotfett von Tieren, die 
langere Zeit gehungert hatten, und dann ein fettarmes Futter 
mit Cetylacetat bekamen, diesen im Depotfett nachzuweisen. 
Hs kam darauf an, festzustellen, ob eine tihnliche Abhiangig- 
keit des Depotfettes von der Nahrung bestand, wie es nach 
Hiitterung kérperfremder Fettsiuren durch die bekannten Ar- 
beiten?°) sichergestellt ist. Ich arbeitete zunichst an der 
Gans (vgl. S. 255), weil sie sich leicht miasten laBt; in de 
Versuchszeit sind auch mehr als 400 g des Esters aui- 
genommen worden. 

Die R.-M. Z. des Giinsefettes betrigt nach den Unter- 
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suchungen von Amthor und Zink?) 1,96. Die R.-M. Z. des 
Hauttettes der beiden Versuchstiere liegt unter 1, die des 
Mesenterialfettes ist etwas gréBer (1,65 Versuchs-, 1,32 Ver- 
gleichsgans). Der Gehalt an Unverseifbarem des Giinsefettes 
ist nach dem Schrifttum bis jetzt nicht untersucht worden. 
Der Steringehalt ist von Klostermann und Opitz?) zu 
0,041°/, bestimmt worden. Nach Marcusson und Meyer- 
heim**; sind 10 bis 88°/, des Gesamtunverseifbaren tierischer 


j/ 
Ph 


Hette Sterine. Der Gehalt an Unverseifbarem im Hautfett 
der Versuchs- und Vergleichsgans betriigt 0,38 und 0,41°),, 
im Mesenterialfett 0,35 und 0,29°/,. R.-M. Z. und Gehalt an 
Unverseifbarem der Versuchs- und Vergleichsgans stimmen 
miteinander iiberein. In dem Depotfett des Versuchstieres ist 
trotz der Resorption von wenigstens 420 g innerhalb von 
6 Wochen kein unveriindertes Cetylacetat nachzuweisen. Auch 
die Menge des Unverseifbaren im Muskel- und Knochenfett 
3,75 und 5,77°/,), sowie sein Cholesteringehalt spricht nicht 
dafiir, daB Cetylalkohol vorhanden war. 

Zu den folgenden Versuchen dienten Kaninchen. Die 
einzelnen Fettlager wurden nach subcutaner und intrapleu- 
raler EKinspritzung untersucht. Von Leube**) war gezeigt 
worden, dafi subcutan eingespritztes Butterfett zum Teil im 
Depotfett abgelagert wird. Winternitz*) konnte an seinen 
Versuchen mit subcutan eingespritzten Jodfetten zeigen, daB 
bei reichlicher Ernihrung die Tiere Jodfette im Depot ab- 
lagern. Binet und Verne?) zeigten, dai in die Pleurahdhle 
eingespritaztes Fett, falls es keine freien Fettsiuren enthilt, 
schnell resorbiert wird. 

Von 3,2 g subcutan eingespritztem Cetylacetat konnten am 
Ort der Injektion nur 1,91 g wiedergewonnen werden. Die 
Resorption muf also sehr langsam vor sich gegangen sein; 
auBerdem ist das liegengebliebene Fett gespalten und weiter- 
veriindert worden, Das Verhiltnis von Essigsiiure zu Cetyl- 
alkohol betragt im Ester 1:4,2, in dem -nicht resorbierten 
Cetylacetat 1:5,2. Essigsiiure ist verschwunden, Cetylalkohol 
im Riickstand also angereichert worden. In dem Mesenterial- 
und Nierenfett, sowie im Fett des iibrigen Kérpers konnte 
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kein Cetylacetat nachgewiesen werden. Kine Vermehrung der 
Hiimoconien trat nicht ein. Ahnlich liegen die Verhiltnisse 
bei der intrapleuralen Ejinspritzung von Cetylacetat. Auch 
hier wurde der Ester verseift und die freigewordene Kssig- 
siure nicht mehr gefunden, unverinderter Ester oder Cetyl- 
alkohol wurde in das Depot- oder Organfett nicht abgelagert. 
In beiden Versuchen lhegt der Prozentgehalt des K6rperfettes 
an fliichtigen Fettsiuren unter 1°/,. Der hohe Prozentgehalt 
an fliichtigen Fettsiuren (9,67°/,) und Unverseifbarem (50,77 °/,), 
der in dem Lungen- und Mediastinalfett gefunden wird, ent- 
spricht den Resten des vorhandenen Cetylacetates. Die Essig- 
siure konnte auch als Silbersalz identifiziert werden, der 
Schmelzpunkt des Unverseifbaren entspricht dem des Cety]l- 
alkoholes. Das Unverseifbare der anderen Organe ist nicht 
wesentlich vermehrt. 

Ablagerung oder Weiterverarbeitung’, diese Frage war 
also mit Hilfe der Organanalysen nur zu entscheiden, wenn 
eine Uberschwemmung des Blutes mit dem Ester erzwungen 
wurde, also durch seine intravenédse Injektion. Die Ver- 
suche gestalteten sich zunichst schwieriger. als erwartet 
worden war. Olinjektionen sind oft ausgefithrt worden, aber 
es wurden dabei jeweils nur kleine Mengen gespritzt, so dab 
eine bleibende Schiidigung nicht zu bemerken war. 

Zum Injektionsversuche 7 benutzte ich eine Emulsion, die 
ich mir selbst in Lecithinaufschwemmung hergestellt hatte, 
sie war gréber dispers als die spiter benutzte, ihre gréBten 
Teilchen waren aber kleiner als rote Blutkérperchen. Der 
Gehalt an fliichtigen Fettsiuren schwankt zwischen 6,32°/, im 
Blute, 2,84°/, in der Lunge, 0,31°/, in der Leber. Das Un- 
verseifbare des Blutes enthalt nur 20°/, Cholesterin, das der 
Lunge 25°/,, withrend bei den anderen Tieren das Unverseit- 
bare der Lunge 67—838°/, Cholesterin enthilt. Es ist anzu- 
nehmen, daf hier noch Reste von Cetylacetat vorhanden 
waren, die auf Embolien zuriickzufiihren sind. 

Zu den folgenden Injektionsversuchen benutzte ich eine 
Cetylacetatemulsion in Wasserglaslésung, die mir in liebens- 
wiirdiger Weise die Chemosanwerke (Wien) hergestellt haben 
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[ygl. Klin. Wochenschr. Bd. 46, S, 2204 (1925)]. Sie enthielt 
10 und 20°/, Ester. Die Emulsionen hielten sich einige 
Wochen lang. Im Dunkelfeld betrachtet zeigten auch die 
erdBten Teilchen noch Brownsche Molekularbewegungen. Auch 
groBere Mengen wurden von Kaninchen (Versuch 7, 8) und 
Hunden (Versuch 9, 10) meistens reaktionslos vertragen. Die 
Tiere wurden 3 bzw. 2 Tage nach der letzten Injektion ge- 
titet. Kleine Proben von Lunge, Niere, Leber wurden auch 
histologisch untersucht und in den Gewebsschnitten keine 
sicheren Merkmale dafiir gefunden, daB die Emulsion zusammen- 
gelaufen war und gréBere Fetttropfen einzelne Gefiibe der ge- 
nannten Organe verstopft hitten. Die Hunde haben die Kmul- 
sion besser vertragen. Ks konnten viel gréBere Mengen davon 
eingespritzt werden. Der Mechanismus, der die physiologische 
Nahrungslipimie zum Verschwinden bringt, funktioniert bei 
ihnen besser wie beim Kaninchen, dessen Nahrung auch ge- 
wohnlich fast fettfrei ist. Die hohe Viscositét der Lésung ist 
gleichgiiltig, sie wird offenbar durch Verdiinnung rasch ge- 
mindert. Die Untersuchung der Himoconien zeigte im Ver- 
suche 7 7/, Stunde nach der Kinspritzung, wie zu erwarien 
war, eine starke Vermehrung an, die langsamer als nach 
Zufuhr von gewohnlichem Fett abnahm. Beim Injektions- 
versuche 8 wurden 2 Kaninchen 3,4 g Ester innerhalb von 
4—6 Tagen einverleibt. Der Gehalt des Depot- und Organ- 
fettes an fliichtigen Fettsiiuren war aber nicht erhéht ver- 
glichen mit den Normaltieren. Er ist am gréften im Blute 
mit 2,8°/,, dann folgt die Lunge mit 1,68°/,, bei den iibrigen 
Bestimmungen liegt er unter 1°/,. Der Gehalt an Unverseif- 
barem ist am gréften in den zellreichen Organen, wie z. b. 
der Lunge 22,7°/,. Er besteht zu 67°/, aus Cholesterin. Im 
Depotfett ist der Prozentgehalt an Unverseifbarem nur sehr 
gering, 0,56°/,. Er besteht zu 38°/, aus Cholesterin. Diese 
Ergebnisse stimmen mit den von Wacker?’) fiir das mensch- 
liche Depotfett erhobenen Befunden iiberein. Er fand, daB 
das Unverseifbare nur zu einem Drittel aus Cholesterin, zu 
zwei Dritteln aus wachsartigen, nicht niher zu bestimmenden 
Begleitsubstanzen des Cholesterins bestand. Cetylalkohol ist 
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also weder in den Organen noch im Depottfett wiederzufinden 
gewesen. Das Unverseifbare des Blutes betrug nur 13,8°/.. 
bestand dann auBerdem zu 43°/, aus Cholesterin, so daB auch 
hier keine groBen Mengen von Ester gefunden wurden. Da 
normalerweise der Fettgebalt des Kaninchenblutes sehr niedrig 
ist?*), wurden fiir die beiden folgenden Versuche Hunde be- 
nutzt. Im Versuche 9 erhielt ein Hund 5,2 g Ester innerhalb 
von 9 Tagen. Auch hier lag bei allen Untersuchungen der 
Fettgehalt an fliichtigen Fettsiiuren unter 1°/,. Der Gehal 
an Unverseifbarem ist im Depottfett nur gering (0,5—0,7°/,). 
Kir besteht zu 25°/, aus Cholesterin. Im Organtfett war der 
(sehalt am Unverseifbaren entsprechend gréBer (11,8—14,9°/ ). 
bestand aber ebenialls zu 64—83°/, aus Cholesterin. Hs fiallt 
der verhiltnismiBig groBe Gehalt des Blutes an Unverseifbarem 
auf, es besteht aber zu 68°/, aus Cholesterin, so dab also weder 
im Blute, noch in den Depot- und Organfetten Cetylacetat ge- 
funden wurde. 

Hundeyversuch 10 wurde in genau gleicher Weise mit 
einer 20°/, igen Cetylacetatemulsion durchgefiihrt, so daB es 
moéglich war, im ganzen 10,1 g Cetylacetat innerhalb von zwdli 
Tagen in die Blutbahn zu bringen. Der Gehalt an fliichtigen 
Feitsiiuren ist in dem Depot- und Organfett wiederum nicht 
vermehrt, trotzdem im Blutfette 53°/, Unverseifbares gefunden 
wurden, das nur 27°/, Cholesterin enthielt. Entsprechend 
waren im JDlutfett die fliichtigen Fettsiiuren bis auf 3,44°/, 
vermehrt. Im Blute waren also zur Zeit der Tétung des Tieres 
noch Reste von unveriindertem Cetylacetat vorhanden. 


IiI. Besprechung der Versuchsergebnisse. 
Cetylacetat wird resorbiert. Der Beweis fiir diese Be- 
hauptung iat sich aber nur durch den Ausnutzungsversuch 
geben. Im Kot kann ein betriichtlicher Teil des eingegebenen 


Ksters oder seiner Bestandteile nicht wiedergefunden werden. 
Das wurde in kiirzeren, aber auch in einem lingeren Ver- 
suche an der Gans von 6 wéchentlicher Dauer sichergestellt, 
wo mehr als 400 g Ester nicht wiedergefunden wurden. Diese 
Menge ist so groB, daB sie der Analyse nicht entgangen sein kann. 
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Nach oraler Zufuhr des Esters tritt beim fettfrei ge- 
‘iitterten Kaninchen, dessen Blut hiimoconienarm ist, keine 
Vermehrung der Hiimoconien auf, ebenso nicht bei subcutaner 
und intrapleuraler Injektion. Der injizierte Ester wird an Ort 
und Stelle verseift, nur ein Teil des Esters und seiner Be- 
standteile war dort noch einige Tage spiiter vorhanden. 

Aus diesen Versuchen wire zu schlieBen, daB 1. der Ester 
‘einer verteilt ins Blut eintritt als gewoOhnliches Fett, so dab 
auch keine ultramikroskopische Sichtbarkeit mehr vorhanden 
ist. Das ist nicht wahrscheinlich. Oder 2. daB er rascher 
wieder aus dem Blut verschwindet als einwandert, so da die 
Haimoconien sich nicht anhiufen. Die jeweils im Blut gleich- 
zeitig vorhandenen EHstermengen sind dann so gering, dab sie 
der Beobachtung im Plasmatropfea entgehen. 

Bei intravenéser Injektion einer Kmulsion brauchen aber 
Mengen von 0,25 g Ester linger als 24 Stunden, um aus der 
Blutbahn wieder zu verschwinden. Kin Hund nimmt tiglich 
4—6g vom Darme aus auf, die Gans hat mehr als 10 ¢ am 
Tage resorbiert Die Aufnahme in den Ké6rper geschieht also 
lebhafter, als die Selbstreinigung des Blutes nach intravenéser 
Injektion der Emulsion vor sich geht. Wenn man vielleicht 
auch nicht beide Emulsionen, die kiinstliche und die in der 
Darmwand vor sich gehende einander gleichsetzen darf, so 
wird doch die unter 2. diskutierte ,,.rklirung“ bei dieser quan- 
titativen Betrachtung der Verhiltnisse recht wenig walr- 
scheinlich. 

So bleibt als dritte Méglichkeit nur diejenige bestehen, 


4 


die eine rasche Weiterverarbeitung des Hsters annimmt. 
Der Ester wird verseift. Ob der Ester auch im Blute durch 
die dortige Esterase gespalten werden kann, habe ich nicht 
untersucht. Die Méglichkeit ist aber nach anderen Befunden 
wohl anzunehmen (vgl. Oppenheimer, Fermente).*”) Kssigsiiure 
wird rasch weiterverarbeitet; daB die in Betracht kommende 


Menge nicht wieder zu finden war, stand zu erwarten. Aber 
auch der Cetylalkohol findet sich als solcher weder im Fett 
irgendeines Organes noch im Lagerfett, er geht nicht in die 
Milch iiber und findet sich auch nicht in der Ductuslymphe. 


i7* 
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Primire Alkohole werden im Tierkérper leicht zur Sidure 
oxydiert. Es wiirde also Palmitinsiure entstehen. Die Zu- 
nahme des Palmitinsiuregehaltes bleibt aber so gering, dab 
sie sich analytisch nicht mehr fassen lift. Ich glaube daher, 
daf der Ester im Darm verseift, der Cetylalkohol im Augen- 
blick der Resorption, also innerhalb der Epithelzelle, oder 
spiitestens bei dem Durchtritt durch die Lymphdriisen zur 
Palmitinsiure oxydiert wird, und daB er in dieser Form in 
den Kérper hineingelangt. Das Tripalmitin, das Munk und 
Rosenstein!”) in der Ductuslymphe nach Fiitterung mit 
Walrat gefunden haben, ist also vielleicht nicht nur auf den 
Palmitinsiuregehalt des Wachses zuriickzufiihren, wie allgemein 
angenommen wurde, sondern auch noch auf die Mengen Cetyl- 
alkohol, die resorbiert worden sind. So erklart sich das Fehlen 
von Cetylalkohol im Kotfett bei dem Versuch von Munk und 
Rosenstein. Es bleibt also noch ibrig, die Ductuslymphe 
auf Tripalmitin zu untersuchen, wenn bei vollig fettfreier 
Nahrung Cetylacetat gegeben wird. 

In genau gleicher Weise wie das Darmepithel betitigt 
sich die Capillarwand. In dem Augenblicke, in dem der Ester 
(oder wenn die Verseifung innerhalb der Blutbahn geschieht, 
der Cetylalkohol) die Blutbahn verlaBt, entsteht Palmitinsiure, 
also ein nicht mehr faBbares Umwandlungsprodukt. Die all- 
mihliche Umwandlung, die Assimilierung kérperfremder Be- 
standteile der Lagerfette geschieht in der dortigen Fettzelle 
oder vielleicht in der Leber. Eine rasche, aber noch unyoll- 
kommene Anpassung wiirde meiner Meinung nach schon in der 
Capillarwand vor sich gehen. Es erscheint mir notwendig, 
diese Funktion der Uferzellen niher zu studieren (vgl. Aschoff, 
Das reticulo-endotheliale System).*°) 


Versuchsteil. 


Analytische Methoden. 


1. Darstellung der Fettsto{fe. 
Die Fettstoffe wurden als Riickstand des Ather- (Versuch 
1-3) oder Petrolitherauszuges (Versuch 4—10) dargestellt, 











uch 
ellt, 
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der im Soxhletschen Extraktionsapparat aus dem mit Alkohol 
oder Natriumsulfat getrockneten Organbrei gewonnen wurde. 
Fettgewebe wurde erst auf dem Wasserbade ausgeschmolzen 
und die Reste im Soxhletschen Apparat extrahiert (Haut-, 
Depot-, Mesenterialfett). Als Depottett wurde das subcutane 
und paranephritische Fettpolster, das Fett des Halses und 
Schultergiirtels zusammengenommen. Als Kérperfett (Versuch 
4, 5 und 6) wurde das Fett des iibrigen Tierkérpers ohne die 
Teile, die besonders aufgearbeitet wurden, zusammengenommen. 
Das Blutfett und Milchfett wurde nach der im Hoppe-Seyler- 
Thierfelderschen Handbuch*!) angegebenen Methode dar- 
cestellt. 

Der ausgeweidete, gehiiutete und vom Depotfett befreite 
‘Tierkérper wurde so lange mit Wasser gekocht, bis sich Muskeln 
und Knochen miihelos trennen lieben. Die Knochen wurden 
zermahlen und lufttrocken extrahiert, die Muskeln wurden durch 
den Fleischwolf gedreht, mit Alkohol auf dem Wasserbade ge- 
trocknet und ebenfalls extrahiert. 


2. Untersuchung des Blutplasmas auf Hiimoconien. 

Die Untersuchung der Himoconien wurde in 3—4 Tropfen 
ut vorgenommen, die auf einem kleinen Uhrschiilchen in 
einem ‘Tropfen gesittigter Ammoniumoxalatlésung aufgefangen 
und in elnigen etwa 8 cm langen Capillaren aufgesaugt wurden. 
Die Capillaren wurden in ein ebenso langes dickeres Glasrohr 
als Mantel gestellt und ausgeschleudert. Der das Plasma ent- 
haltende ‘Teil der Capillaren wurde abgebrochen, der Inhalt 
auf einen Objekttriiger ausgeblasen und im Dunkelfeld unter- 
sucht. 

3. Chemische Untersuchung der Fettstoffe. 

Bei der Untersuchung der Fette kam es darauf an, die 
Mengen der fliichtigen Fettsiiuren, des Unverseifbaren und 
dessen Gehalt an Cetylalkohol bzw. an Cholesterin zu_be- 
stimmen. Die bei der Verseifung des im Fett allenfalls vor- 
handenen Cetylacetats abgespaltene Essigsiiure wird als fliich- 
tige Fettsiiure bestimmt, den Cetylalkohol, den anderen Be- 
standteil des Esters, finden wir im Unverseifbaren wieder. Der 
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Cholesteringehalt des Unverseifbaren muSte prozentisch ab- 
nehmen, falls Cetylalkohol vorhanden war. AuBerdem wird 
dann der Schmelzpunkt des Unverseifbaren herabgedriickt. 


a) Bestimmung der Essigsiure und des Unverseifbaren. 

Zur Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren wurde die 
Reichert-Meisslsche Zahl**) benutzt. Die Methode ge- 
stattet keine quantitative Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren. 
Bei der im allgemeinen sehr niedrigen R.-M. Z. der tierischen 
Fette konnten selbst kleine Mengen Cetylacetat erkannt werden. 
Das wurde an der R.-M. Z. eines Gemisches von Giinsefett mit 
2°) und 5°/, Cetylacetat gezeigt. 


a 


0 
4,8627 g Giinsefett (R.-M. Z. 1,32) + 0,2051 g Cetylacetat=R.-M. Z. 5,25 
5,0676 ¢ " ( 4, 1,82) + 0,0939 g e = ., 2,9. 

Standen nur 2,5 g Fett zur Verfiigung, wurde die R.-M. Z. 
durch Multiplikation mit 2,2 berechnet (Zitat 33, S. 163, Fub- 
note). Die Trennung der Essigsiiure von den Homologen und 
ihre Identifizierung wurde als Silbersalz vorgenommen. 

Das Unverseifbare des Versuches 1 und 2 wurde nach 
der BGmerschen Vorschritt*?), in den anderen Versuchen wurde 
es nach der von Hénig und Spitz angegebenen Methode*®) 
bestimmt. Nur wurde an Stelle des Wolfenbauerschen 
Schiittelkolbens ein zweiter Scheidetrichter benutzt. An einem 
(temisch von Giinsefett + Cetylacetat wurde nachgewiesen, dai 
nach dieser Methode der Cetylalkohol quantitativ im Unverseif- 
none nachgewiesen werden kann. Eingewogen 0,2136 g Ginse- 
fett +- 0,17475 g Cetylacetat; wiedergefunden an Cotylaichol 
cies 50°) 0,1455 g, berechnet 0,1489 g 

Nun standen uns aber von den Rasienitaais der Organe 
meistens kleinere Mengen als 5 oder 2,5 ¢ zur Verfiigung, so 
dab ein anderer Weg eingeschlagen werden mufte, um _ in 
diesen kieinen Mengen Essigsiure und Cetylalkohol 
modglichst in einem Arbeitsgange quantitativ zu be- 
stimmen. Ks wurde zur Bestimmung der Essigsiiure die von 
SchmalfuB und Keitel* zur Bestimmung kleinerer Mengen 
Hiichtiger Fettsiiuren angegebene Apparatur benutzt. Die end- 
giiltige Methode gestaltete sich folgendermaBen: 











it 





Beitriige zur Kenntnis des Fettstofwechsels. 251 


Die zur Verfiigung stehende Menge Fett wurde zuniichst 
in einen Claisenkolben von 200 cem Inhalt gegeben: und mit 
i0—30 cem n/2-alkoholischer Kalilauge 1 Stunde am Riicktlub- 
kithler verseift. Der Atkohol wurde im Vakuum abdestilliert, 
der Riickstand in 80 ccm ausgekochtem, heiBem, destilliertem 
Wasser gelist und mit 10—30 ccm n-Phosphorsiiure im Uber- 
schu8 versetzt. Die freigemachte Essigsiiure wird entsprechend 
der von SchmalfuB und Keitel gegebenen Vorschrift ab- 
destilliert. Die Vorlage wurde in Eiswasser gekihlt. Unter- 
halb des Abgangsrohres des Claisenkolbens wurde der Schenkel 
zweifingerbreit mit Glaswolle gefillt und auBen mit Asbest- 
schnur umwickelt. Der Kolbeninhalt wurde bis auf wenige Kubik- 
zentimeter eingedampft und 10 ccm ausgekochtes destilliertes 
Wasser durch den aufgesetzten Trichter in den Destillations- 
kolben gegeben, ohne dai dadurch die Destillation unter- 
brochen wurde. Die Destillation wurde dann als beendet an- 
gesehen, wenn das Destillat einer Viertelstunde die mit einem 
Tropfen n/10-Lauge im Uberschu8 rotgefarbte Vorlage nicht 
entfirbte. Die von der Capillare angesaugte Luft wurde durch 
Waschflaschen mit Kalilauge geleitet. Bei sauberen Reagenzien 
und einwandfreier Apparatur betriigt der Blindwert der Be- 
stimmung Null. Das tibergegangene Destillat wurde auf Phos- 
phorsiure gepriift. Besonders in den Fallen, wo der Kolben- 
inhalt stark schiumte und die Destillation nur mit Miihe ein- 
geleitet werden konnte, ergab die Probe mit Sicherheit, dab 
nichts iibergespritzt und somit Essigsiiure vorgetiiuscht war. 
Nach der Destillation wurde der Kolbenriickstand mit warmem 
Wasser und Petroliither quantitativ in einen Scheidetrichter 
gespilt und 3mal mit 200 ccm Petrolither ausgeschiittelt. 
Die Petrolitherausziige wurden vereinigt abdestilliert. Der 
Riickstand wurde mit 10 com 2n 70°/, iger alkoholischer Kali- 
lauge 2 Stunden am RiickfluBkiihler verseift. Zu der Seifen- 
lésung wurden 20 com absoluter Alkohol und 20 cem 10°/,iger 
Kaliumchloridlésung gegeben und die verdiinnte Seifenlésung, 
die jetzt wie bei der Vorschrift von Hénig und Spitz einen 
Alkoholgehalt von 50°/, hatte, 3mal mit 100 ccm Petroliither 


iO 
ausgeschiiitelt, der mit 50 cem 50°/,igem Alkohol gewaschen 
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wurde. Der Waschalkohol wurde mit 100 ccm Petrolither 
ausgeschiittelt. Die beiden Petrolitherausziige wurden vereinigt 
abdestilliert, der Riickstand gewichtskonstant getrocknet und 
gewogen. 

Die Brauchbarkeit dieser Methode wurde an einem Ge- 
misch von Fett und Cetylacetat gezeigt. Eingewogen wurden 
0,2136 ¢ Ginsefett + 0,17475 g Cetylacetat; wiedergefunden 
an Cetylalkohol 145,5 mg (Schmelzp. 50°), berechnet 148,9 mg; 
an Hssigsiiure gefunden 6,4 ccm n/10, berechnet 6,5 ccm. 

Um zu vermeiden, daf zweimal verseift werden mubBte, 
wurde fiir die Untersuchung der Fette der Versuche 9 und 10 
die Methode dahin abgeindert, daf zuniichst das Unverseifbare, 
entsprechend den Vorschriften von Hénig und Spitz, bestimmt 
wurde, nur mit der Anderung, da& die Seifenlésung statt mit 
25 ccm 10°/,iger Kaliumchloridlésung mit derselben Menge 
destillierten Wassers verdiinnt wurde. Dies war nétig, damit 
nicht beim Ansiiuern mit Phosphorsiiure aus Kaliumchlorid- 
lésung Salzsiiure frei wurde und mit iiberdestillierte. Die vom 
Unverseifbaren befreite Seifenlésung wurde auf dem Wasser- 
bade in einer Porzellarschale auf die Hiilfte des Volumens 
eingeengt, so daB nur noch eine wiBrige Seifenlésung zuriick- 
blieb. Diese wurde mit ausgekochtem, heiBem, destilliertem 
Wasser in den Claisenkolben gespiilt, auf etwa 50 ccm ver- 
diinnt, mit 50 cem 4n-Phosphorsiure angesiiuert und in der 
Lésung dann auf die beschriebene Weise die fliichtigen Fett- 
siiuren bestimmt. An einem Gemisch von Fett und Cetylacetat 
wurde gezeigt, daB diese Anderung keinen EinfluB auf die Be- 
stimmung des Unverseifbaren hat. 

5,1824 ¢ Giinsefett mit (0,0209 g U.-V.) + 0,6446 Cetylacetat mit 
(0,5086 g¢ U.-V.) an Unverseifbarem gefunden: 0,5148 g, berechnet: 


0.5295 g. 


b) Bestimmung des Cholesterins im Unverseifbaren. 


Von dem Unverseifbaren wurde der Schmelzpunkt und 
Cholesteringehalt bestimmt. Fiir die Cholesterinbestimmung 
wurde die von Windaus*) angegebene Digitoninfillung mit 
einigen Anderungen als recht brauchbare Mikromethode benutzt. 
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Sie hat sich besser bewiihrt als die Ausfiihrungen, die von 
Szent Gyérgi**) und Tominaga*’) angegeben worden sind. 
Erforderliche Lésung: 
1 g Digitonin in 100 cem 90°),igem Alkohol, 
95°/, Alkohol, 
90°/, Acetonlésung: 90 ccm reines Aceton werden mit 10 cem 
95°/, Alkohol verdiinnt. 
Reines Chloroform. 


Auf der Kuhlmannschen Mikrowage werden 2—4 mg 
Cholesterin (Schmelzp. 149,5°) in ein Reagenzglas eingewogen 
und unter EKrwirmen in !/, ccm 95°), Alkohol gelést. Zu der 
heiBen Lésung werden 2 ccm ebenfalls heibe Digitoninlésung 
vegeben und das Reagenzglas 1 Stunde stehen gelassen. Wihrend 
dieser Zeit wird das Filterréhrchen vorbereitet. Es werden 
Schottsche Frittenfilter fiir Mikroanalyse n. Flaschentriger 
13f G8—5/7) benutzt. Nachdem sie mit einer etwa 2 mm 
dicken Asbestschicht bedeckt sind, werden sie mit Chrom- 
schwefelsiiure gereinigt und mit Alkohol, Chloroform und Aceton- 
lésung gewichtskonstant gewaschen und bei 120° getrocknet. 
Dann wird auf das Filterréhrchen ein spitzwinklig gebogenes 
Glasrohr aufgesetzt und das Cholesterindigitonid iibergesaugt 
wie bei der Preglschen Halogenbestimmung. Das erste Filtrat 
wird in einem Reagenzglas aufgesammelt, mit '/, ccm Digitonin- 
lésung versetzt und so die Fillung auf die Vollstindigkeit gepriift. 
(seht man von reinem Cholesterine aus, geniigen fir 4mg 2 ccm 
Digitoninlésung. Der Niederschlag wird mit Acetonlésung iiber- 
spilt. Nachdem man 2—3mal 2 cem Acetonliésung ibergesaugt 
hat, gibt man einige Tropfen Chloroform in das Reagenzglas, 
wodurch die Reste des Niederschlages mitgerissen werden. Ein 


‘Verstopfen des Filters bei der Asbestauflage und Benutzung 


von 90°/, Acetonlésung findet nicht statt. Bis 20 mg Chol- 
esterindigitonid lassen sich ohne besonderen Zeitverlust tiber- 
saugen. In den meisten Fiillen ist jetzt auch das iiberschiissige 
Digitonin weggewaschen. Hat man bei unbekanntem Cholesterin- 
gehalt mit groBem DigitoniniiberschuB gearbeitet, empfiehlt es 
sich, die letzte Waschfliissigkeit auf Digitonin zu priifen. Es soll 
mdglichst alles Digitonin entfernt sein, bevor der Niederschlag 
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zum erstenmal getrocknet wird. Das Filterréhrchen wird bei 
120° getrocknet, gewogen und mit einigen Kubikzentimetern 
Acetonlésung bis zur Gewichtskonstanz gewaschen. Der 4. Teil 
des gefundenen Cholesterindigitonids entspricht der vorhandenen 


Cholesterinmenge. Fehlergrenze —2°/.. 
c 0 ~ 
Fehlendes 
Analyse Cholesterindigitonid Cholesterindigitonid 
J rs) D 
EKingewogen 2,835 mgCholesterin: gefunden 2,788mg Fehler — 2° 


Versuchsberichte. 
Versuch 1: Chylurie. 

Ks wurden der Patientin Hedwig G., die wegen Chylurie 
in dem hiesigen Krankenhaus St. Jakob lag, 50 g Cetylalkohol, 
in Salatél gelést, wihrend 3 Tagen gegeben. Der Urin dieser 
drei und der drei folgenden Tage, der, wie meistens, milchweib 
aussah, wurde gesammelt und das Fett durch wiederholtes Aus- 
schiitten mit Ather extrahiert. Zum Vergleich wurde das Fett 
aus Harn extraluert, der von 'agen stammte, an denen die 
Patientin ihre alltiigliche méglichst fettfreie Kost ohne Cetyl- 
alkchol bekommen hatte. 

Der Atherauszug wurde mit Wasser gewaschen, mit Na, SQ, 
getrocknet und abdestilliert, das riickstindige Fett im Trocken- 


schrank bei 80° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Au! 


diese Weise wurden aus 7 Liter Harn der Versuchsperiod 
38,13 ¢ Fett (I) und aus 3,5 Liter der Vergleichsperiode 18,31 ¢ 
(If) dargestellt. Dies entspricht in beiden Zeiten einem [ett 
gehalt des Urins von 0,64°/,. Beide Fette schmolzen bei 
bis 33° Die Verseifungszahl von Fett I betrug 205,35, von 
II 207,06. Um noch selbst geringe Mengen von resorbiertem 
Yetylalkohol nachzuweisen, wurde in beiden Fettmengen das 
Unverseifbare bestimmt. 

34,88 g Fett 1 enthielten 0,8850 U.-Y. \ n 

as. . <4 0,4148 U.-V. f ~ '° 


Versuch 2: Milchschaf und -ziege, 

Die Versuchstiere waren ein Schaf von rund 50 kg und 
und Ziege von 29 kg Gewicht. Das Schaf hatte schon vo: 
langerer Zeit geworfen, die Ziege hatte ihr 6 Wochen altes 
Lamm bis zu Beginn des Versuchs bei sich. Beide ‘Tiere 








nid 
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wurden gemeinsam in einem Stall gehalten und tiglich zweimal 
cemolken; sie bekamen tiglich zusammen 5 Pfund Heu, 200 g 
KrdnuBmehl und 250 g Weizenkleie. Wihrend der Versuchs- 
periode wurden zuniichst %0, dann 40 und zuletzt 50 g Cetyl- 
essigester dem Futter beigemengt. Da der Ester fast geruchlos 
ist und sich gut mit dem Futter mischen heb, bereitete die 
iitterung keine Schwierigkeit. 

Im ganzen wurden wiihrend der 13 tigigen Versuchsperiode 
470 ¢ Ester verfiittert und 8,71 Liter Ziegen- und 1,315 Liter 
Schafmilch gewonnen. Aus der 10 tiigigen Nachperiode wurden 
6,6 Liter Ziegenmilch und 0,89 Liter Schafmilch gewennen und 
aus thr nach der angegebenen Weise das Fett dargestellt. 

Das so erhaltene Fett war klar und goldgelb gefirbt, bei 
Zimmertemperatur erstarrte es und wurde weib. Die Ver- 
suchsperiode ist in 3 Abschnitte geteilt. Es wurden jedesmal 
die R.-M. Z. und das Unverseifbare bestimmt. 

















m ; Schaf oe Liege eee 
Versuchsperiode > MZ, U.-Y. in RM. Z, U.-V. in 
l. Absehnitt 37,9 21,52 og: 20,7 160,8 g: 
Lf. ‘ $3.3 0,4092 g 21,2 0,5017 ¢ 
I. | 30,0 U.-V. 22,2 U.-V. 
Nachperiode $1,0 22.5 
Durchschnittswert 29,0 25,0 
(Schrifttum) 








Im Unverseifbaren konnte nach der Fillung des Choleste- 
rins als Dibromid kein Cetylalkohol im Filtrat nachgewiesen 
werden. 

Versuch 3: Mastversuch Gans, 

Zwei ausgewachsene Giinse (5500 und 4800 ¢) wurden 
14 Tage lang tiiglich mit 40 
1000 ¢ Gewichtsabnahme. Jetzt wurde die eine von ihnen 
(£500 g) 6 Wochen lang tiiglich mit 300g Haferflocken und 
Kdrnern, etwas Hefe, wenig Calciumcarbonat -+-20—25 g Cetyl- 
acetat gefiittert. Der Kot wurde méglichst quantitativ ge- 
sammelt. [as Tier fra& stets gut. Wohibefinden. Im ganzen 
wurden 680 g Cetylacetat gefiittert. 550 ¢ Gewichtszunahme. 


50g Haferkirnern gefiittert, 
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Aus dem Kotfett wurden 260,81 g Rohfett gewonnen = 38°). 
der verfiitterten Menge, es miissen also wenigstens 62°/, = 420 » 
resorbiert worden sein. 

Die andere Gans (K) bekam als Vergleichstier dasselbe 
Futter ohne Cetylacetat. 

Das Versuchstier wurde durch Entbluten aus der Carotis 
getotet und vollstiindig aufgearbeitet. Von dem Vergleichstiere 
wurden nur Proben des Haut- und Mesenterialtettes entnommen. 





























Dargestelltes Fett Feuchtgewicht Fettstoff-Ather- 
nee des (Organs Extrakt 
in g in g 
MN ek ke ok 474 195,31 
Mesenterium . .. . 148 128,72 
a era 65 2,5 
Herz, Lunge, Nieren, 

Intestinaltractus . . 410 4,9 
Muskel, Knochen . . 3175 97,95, 17,9 
WaBriger Auszug . . --- 39,4 

4272 468,68 

Schmelzp.| R.-M. Z. U.-V. 

<: | oe8 %: K. ¥. K. 

in ° in ° in °/, mi. 
Haut... . . . | 32 | 27 | 0,75 | 0,87 | 0,38 0,41 
Mesenterilum .. . 37 | 28 | 1,65 | 1,32 | 0,35 0,29 
Leber. . . ... | — | — | 4,66 | 618 | — -- 
Herz, Lunge, Nieren, | | 

Intestinaltractus - — | 2,2 _ —- — 

Muskel i ae | 8,75 |(46°/ >Cholesterin) 
Knochen 7 4 8,24 5,77 (88, 4  ) 
WiBriger Auszug . “ne | — 138,75 | — | son 











Versuch 4: Kaninchen, Cetylacetat per os. 
Kinem Kaninchen werden 5 ccm Cetylacetat mit der Magen- 


sonde gegeben. Es wurde vor der Einspritzung und 3 sowie 


6 Std. nach der Einspritzung auf Hiimoconien untersucht. Es 
konnte keine Vermehrung festgestellt werden. 
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Versuch 5: Kaninchen, Cetylacetat subcutan. 

Einem Kaninchen (2135 g) wurde unter die Bauchhaut 
3,5 ccm sterilisiertes Cetylacetat gespritzt. Das Tier bekam 
Kleiefutter, befand sich wohl und fraB gut. Nach 3 Tagen 
wurde dieselbe Kinspritzung wiederholt. Nach weiteren 5 Tagen 
wurde es durch Nackenschlag getétet. Die am age vor und 
nach der Einspritzung wiederholt vorgenommene Blutunter- 
suchung lie8 keine Vermehrung der Hamoconien erkennen. 

Bei dem Abziehen des Felles wurden an der EKinspritzungs- 
stelle noch geringe Reste von Fett gefunden. Das Fett war 
aber fest und aihnelte mehr dem Cetylalkohol als dem Cetyl- 
acetat. Es wurde herauspripariert und fir sich dargestellt. 
Das tibrige Tier wurde vollstindig aufgearbeitet. 


Versuch 6: Kaninchen, Cetylacetat intrapleural. 

Kinem Kaninchen (1450 g) wurde wihrend 10 Tagen 4 mal 
je 1 ccm sterilisiertes Cetylacetat in die Pleurahohle eingespritzt. 
Nachdem das gut vertragen wurde, wurde nach 2 'l'agen die 
Kinspritzung in die linke Pleurahéhle wiederholt. Ebenso nach 
2 baw. 3 weiteren Tagen. Das Tier bekam Kleiefutter, schien 
sich wohl zu befinden und fra8 gut. Die fortlaufend vor- 
genommene Blutuntersuchung ergab keine Vermehrung der 
Himoconien. Das Tier wurde durch Nackenschlag getitet. 
Beim Offnen der rechten Pleurahdhle flossen einige Kubik- 
zentimeter einer serésen Fliissigkeit ab, auf der Fetttropfen 
schwammen. Die rechte Pleura war von einer dichten, zottigen 
Schwarte bedeckt. Die Pleura der linken Lunge war glatt, 
zwischen den Lungenlappen waren feste Fettreste der Pleura 
visceralis aufgelagert. Da das Fett von den Mediastinalorganen 
nur schwer abzutrennen war, wurde beides zusammen auf- 
gearbeitet. Das iibrige Tier wurde vollstiindig aufgearbeitet. 


Versuch 7: Kaninchen. Grobdisperse Cetylacetatemulsion 
(mit Lecithin) intravends. 

Kinem Kaninchen (1490 g) wurden in die durch einen 
kleinen Hautschnitt freigelegte Vena jugularis 3,5 ccm einer 
mit Lecithin bereiteten Cetylacetatemulsion eingespritzt. 

Darstellung der Emulsion: In 5 cem Cetylacetat wurden 
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0,1 g Lecithin unter Erwirmen gelést. Zu dem noch warmen 
Fett wird tropfenweise unter Schiitteln 1 ccm Ringerlésung 
geceben. Ks bildet sich eine milchig-triibe Emulsion, die durch 
ein Schottsches Glasfilter gesaugt wurde. Ihre gréBten Teilchen 
entsprachen ungefihr der GréBe der Erythrocyten des Kaninchens. 

Das Tier zeigte sofort nach der Einspritzung beschleunigte 
Atmung, die allmihlich den ganzen Kérper in Mitleidenschatt 
zog. Es sab schliifrig aber aufrecht im Kifig, fraB schlecht. 
Harn des 3. und 4. Tages nach der Einspritzung EiweiB +. Am 
5. Tage nach der Einspritzung wurde es getitet, indem in 
Athernarkose der Leib erdffnet, je eine Kaniile distal und 
proximal in die freigelegte Cava inf. eingebunden wurde. Das 
herausflieBende Blut wurde aufgefangen und der Rest mit 
warmer Ringerlésung durchgespiilt. Das Fell des Tieres wird 
ohne das darunterliegende Fettpolster abgezogen. Die Pleura- 
und Bauchhéhle wurden erdffnet, Leber, Lungen und Nieren 
herausgenommen und das Fett auf die angegebene Weise dar- 
gestellt. Der Magen und der vom Mesenterium befreite 
Darmtractus wurde nicht weiter aufgearbeitet. 


Versuch 8: Kaninechen. Von den Chemosanwerken her- 
gestellte ultramikroskopisch feine Cetylacetatemulsion 
intravendos. 


Von 2 Kaninchen bekam das eine (1730 g) wihrend 
6 Tagen 16,5 ccm 10°/,ige Cetylacetatemulsion (Chemosan- 
werke), das andere (2460 g) wihrend 4 Tagen 15 ccm derselben 
Emulsion intravenés gespritzt. Die Teilchen der Emulsion 
zeigten alle Brownsche Molekularbewegung, sie war lackmus- 
neutral und von sehr hoher Viscositiit. In 2 cem der Emul- 
sion wurde die Hssigsiiure und der Cetylalkohol bestimmt: 
43,8 mg Hssigsiure, 184,0 mg Cetylalkohol. Die Kinspritzungen 
(Kinzelgabe 5 ccm) wurden symptomlos vertragen. Im Blute 
waren +/, Stunde nach der Einspritzung die Himoconien 
stark vermehrt und nahmen innerhalb der folgenden 24 Stunden 
ab. Die Tiere befanden sich wohl und fraBen gut. Harn: 
Kiweii—-, Kett—. Am 3. Tage nach der letzten Kinspritzung 
wurden sie auf gleiche Weise wie im Versuche 7 getitet. 
Beide Tierkirper wurden zusammen vollkommen aufgearbeitet. 
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Versuch 9: Hund, dieselbe Injektion. 

In diesem Versuche wurde einem Dackelbastard (4200 g) 
withrend 9 Tagen 48,5 com 10°/,ige Cetylacetatemulsion (Che- 
mosanwerke) intravenés gespritzt, Einzelgabe 2—5 ccm; die 
Hinspritzungen wurden symptomlos vertragen. Der Hund 
bekam gemischtes Futter, fraB gut und befand sich wohl. 
Harn: Eiwei8— und Fett negativ. 2 Tage nach der letzten 
Kinspritzung wurde das Tier auf gleiche Weise wie im Ver- 
suche 7 getétet und vollstiindig aufgearbeitet. 


Versuch 10: Hund, dieselbe Injektion. (Im Blut beim Tod 
noch Ester vorhanden.) 

Kinem Pinscherbastard (4350 g) wurde wihrend 12 Tagen 
51 com einer 20°/,igen Cetylacetatemulsion (Chemosanwerke) 
intravends gespritzt. Auch die Teilchen der 20°/,igen Emul- 
sion zeigten die Brownsche Molekularbewegung. In 1 ccm 
waren 0,1982 g Cetylalkohol enthalten. Einzelabgabe 5 bis 
Secm. Kinige Male trat rasch nach der Injektion Erbrechen 
und Defaikation auf. Das Tier erholte sich aber stets rasch, 
bekam gemischtes Futter, fraB gut und befand sich wohl. 
Harn: EiweiB— und Fett—. Das Tier wurde 2 Tage nach der 
letzten Kinspritzung auf gleiche Weise wie im Versuche 7 ge- 
tétet und vollstiindig aufgearbeitet. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode zur Bestimmung des Unverseif- 
paren und der fliichtigen Fettsiuren in kleinen Mengen Fett 
angegeben. 

2. Es wird eine Mikrobestimmung des Cholesterins nach 
Windaus beschrieben. 

3. Bei einem Falle von Chylurie war nach Aufnahme per os 
von 50g Cetylalkohol das Unverseifbare im Fett des Harnes 
quantitativ nicht vermehrt. Es konnte kein Cetylalkohol in 
ihm nachgewiesen werden. 

4. Die R.-M. Z. des Milchfettes von Schaf und Ziege, 
die 12 Tage lang tiglich mit ihrem Futter reichlich Cetyl- 
acetat bekommen haben, zeigt gegeniitber der R.-M. Z. des 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXII. 18 
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Milchfettes, wo dasselbe Futter ohne Ester gegeben wurde, 
keine Anderung, die auf einen Gehalt des Milchfettes an Ester 
schlieBen lassen konnte. Das Unverseifbare des Milchfettes 
enthielt keinen Cetylalkohol. 

5. Bei Fiitterung einer Gans mit fettarmem Futter und 
tiglich 20—25 g Cetylacetat wurde in 6wéchentlicher Ver- 
suchsperiode bis zu 62°/, des Esters im Darme ausgenutzt. 
In dem Depotfett konnte kein Cetylacetat nachgewiesen werden. 

6. Nach subcutaner und intrapleuraler Einspritzung von 
Cetylacetat beim Kaninchen wurde der Ester zum Teil ver- 
seift, die Essigsiure verbrannt, wihrend der Cetylalkohol lang- 
samer verschwindet. In dem iibrigen Tierkérper konnte kein 
Cetylacetat nachgewiesen werden. 

7. Nach intravenéser Kinspritzung von 16,4—51 ccm einer 
10—20°/, igen Cetylacetatemulsion, deren Dispersionsgrad so 
fein war, daB auch die gréften Teilchen noch Brownsche 
Molekularbewegung zeigten, konnte einige Zeit nach ihrem 
Verschwinden aus der Blutbahn und auch sofort danach wede: 
in dem Lager-, noch in dem Organfett unveriindertes Cetyl- 
acetat oder einer seiner beiden Bestandteile nachgewiesen 
werden. 

8. Daraus ist zu schlieBen, dab der Ester innerhalb dei 
Blutbahn oder bei seinem Austritt verseift worden ist. Der 
Cetylalkohol muB beim Durchtritt durch die Capillarwand 
weiter verarbeitet worden sein, er ist also wahrscheinlich zu 
analytisch nicht mehr faBbaren Palmitinsiure oxydiert worden. 

9. Die gleiche Oxydationsleistung vollzieht sich voraus- 
sichtlich auch innerhalb des Darmepithels oder der Lymph- 
driisen bei der Resorption. 
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Uber die spezifischen Aktivatoren der Girungsenzyme. I. 


Von 


Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, November 1926.) 


Wie wir in vorhergehenden Mitteilungen!) hervorgehoben 
haben, scheinen unsere neueren Befunde darauf hinzudeuten, 
daB die alkoholische Giarung als Gesamtreaktion bzw. die Bil- 
dung des Zymophosphates einerseits und die durch Methylen- 
blauentfirbung bzw. die Sauerstoffaufnahme andererseits ge- 
messene Oxydoreduktion durch den gleichen spezifischen Stofi 
aktiviert werden. Ein endgiiltiger Beweis wird wohl am besten 
durch die Isolierung der betr. Substanz bzw. der betr. Sub- 
stanzen erbracht. Einstweilen gewinnt die vermutete Identitiit 
in dem MaBe an Wahrscheinlichkeit, als die Eigenschaften 
bzw. die charakteristischen Aktivierungen miteinander parallel 
gehen, so dab, in unserer Bezeichnungsweise ausgedriickt, das 
Verhiltnis A Co:A Co Red. nach verschiedenen Vorbehand- 
lungen konstant bleibt. 

Der Nachweis einer solchen Konstanz bzw. der Identitiit 
von Co-Zymase und Co-Reduktase ist fiir die Auffassung, welche 
wir uns in diesem Laboratorium iiber den Mechanismus der 
alkoholischen Giirung und iiber das Eingreifen des spezifischen 
Aktivators gebildet haben, von Wichtigkeit und wir haben 
diesem Nachweis deshalb mehrere Versuchsreihen gewidmet, 
von welchen wir hier die erste, welche sich auf die Thermo- 


') Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, 8. 63 u. 72 (1926). 
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stabilitat der ,,Co-Zymase“ und der ,,Co-Reduktase“ bezieht, 
vorlegen. 

Ein weitgehend gereinigtes Co-Zymasepriiparat aktiviert 
die Methylenblauentfirbung durch ausgewaschene 'T'rockenhefe 
nicht. Bei gleichzeitigem Zusatz von Zymophosphat tritt da- 
gegen kriftige Aktivierung ein. Die Unwirksamkeit des Co- 
Zymasepraparates als Co-Reduktase spricht nur scheinbar 
gegen die Hinheitlichkeit der beiden in Rede stehenden Wir- 
kungen, sie beruht nimlich in diesem Falle darauf, daB die 
Wasserstoffdonatoren aus dem UCo-Zymasepriparat 
durch die Reinigung entfernt worden sind. 

Die quantitative Beurteilung der Co-Reduktasewirkung 
wird allgemein durch die Gegenwart verschiedener Wasser- 
stofidonatoren, welche die Geschwindigkeit der Methylenblau- 
entfarbung mitbestimmen, beeintrichtigt. 

Erschwert wird die Erkennung einer Parallelitat der 
Wirkungen auch noch durch andere Umstiinde, und zwar in 
natiirlichen Saften und Extrakten durch die Gegenwart von 
Hemmungsstoffen, ferner durch die Verwendung eines nicht 
natiirlichen Akzeptors (Methylenblau), der sein Reduktions- 
produkt in der Lésung laBt und dessen Reduktion in der Regel 
nicht durch eine Konstante, sondern durch die Zeit der vélligen 
Kntfarbung gemessen wird.) 

[mmerhin haben die folgenden Versuche eine so weit- 
vehende Ahnlichkeit hinsichtlich der Temperaturstabilitit des 
Aktivators der alkoholischen Girung und der Methylenblau- 
entfirbung ergeben, daf wir uns einstweilen berechtigt halten, 
mit der Identitit der beiden Stofie zu rechnen. 


Versuche. 
Unsere Versuche betreffen also den 'lemperaturkoeffizienten 
der Hitzedestruktion der ,,Co-Zymase“ und der ,,Co-Reduk- 


') Auf die Vorteile, welche die Bestimmung der halben oder */, 
Entfiirbungszeit mitfiihrt, hat der eine von uns vor einiger Zeit ge- 
legentlich einer Diskussion beim 1. Nord. PhysiologenkongreB hin- 
gewiesen. 
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tase“. Sie wurden mit einem hochgereinigten Praparat an- 
gestellt, welches wir Herrn Dr. Myrbick verdanken. Das 
Priparat war beziiglich der alkoholischen Garung charakteri- 
siert worden durch die Konstante A Co = 51000; als wir 
unsere Versuche ausfiihrten. war A Co indessen schon auf 
16000 gesunken. 

Die Co-Zymasebestimmungen wurden nach dem _ schon 
mehrmals beschriebenen Mikrogirungsverfahren?) im Schiittel- 
thermostaten bei 30° ausgefiihrt. Zur Untersuchung der Re- 
duktionsgeschwindigkeit wurde die Methylenblauentfirbungs- 
methode von Thunberg und Ahlgren benutzt. 

Als Donator diente in jeder Probe 0,5 ccm einer 10°/,igen 
Zymophosphatlésung (aus Candiolin, Bayer dargestellt). Die 
Methylenblaulésung enthielt 0,5 g Methylenblau (Merck) pro 
Liter. Die Hefesuspension, die zu den Co-Reduktaseproben 
benutzt wurde, hatte immer folgende Zusammensetzung: 

2 g¢ ausgewaschene Trockenunterhefe H + 5 ccm 0,3 mol.- 
Na, HPO,-Liésung. 

Es wurde bei zwei verschiedenen Temperaturen (160 und 
90°) die Inaktivierung der Co-Zymase untersucht. Zuerst wurde 
festgestellt, daB durch die Erhitzung die Aciditéat der Losung 
des Co-Zymasepraiparates nicht verschoben wird. 

Vor der Erhitzung . . . . . . py = 3,82 
Nach 1,5stiind. Erhitzung bei 100° py = 3,32 

Nach den friiheren Untersuchungen von Euler und 
Myrback?) diirfte die Aciditit der Co-Zymaselésung somit 
nahe am Stabilititsoptimum legen. 


Versuch L. 
Inaktivierung bei 100°. 


Das Co-Zymasepriparat wurde auf dem Wasserbade bei 
100° 1,5 Stunden erhitzt. 


') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 133, S. 260 (1924). 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, 8. 179, und zwar 8.185 
(1923). 
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Co-Zymaseprobe. 
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Zum Vergleich wurde gleichzeitig ein gewéhnlicher Kochsaft gepriift. 





Stunden 





cem inakt. Co-Zymase 








0,5 


0,2 
0,5 
0,7 
1,05 
1,55 
1,8 


2.05 





0,2 


0,2 
0,35 
0,5 
0,65 
0,85 
1,0 
1,15 


1,0 


0,1 

0,2 

0,25 
0,32 
0,35 
0,35 
0,42 








Aktivitaét pro 1 cem nach der Inaktivierung . 


Aktivitaét pro 1 cem vor der Inaktivierung (vgl. Tab. ILD) 


Nach der Inaktivierung ist in der Lésung noch 





-100 = 4,8° 


eem Wasser 


1,0 


0,15 


0,3 
0,35 
0,45 
0,55 
0,58 
0,62 


eem Kochsaft 








1,0 


4,5 
10,0 
11,1 
12,4 
14,0 
14,9 
15,8 


1,0 


| 4,8 
99 
11,0 
12,2 
13,8 
14.7 


15,6 


‘ 


1,2 eem CO,/Std. 
25 cem CO,/Std. 


der urspriinglichen Co-Zymasemenge vorhanden. 


Tabelle If. 
Co-Reduktaseprobe. 


Zimmertemperatur. 








Entfarb.-Zeit 


Aktivitiit 

















Nr. 1 cem Hefesusp. + 0,5 eem Mb 
+ 0,5 cem Zymophosphat (Min.) pro 1 ecm 

u. 2} 0,5 eem Wasser 320 _ 

3 0,5 cem Co-Zymase . a) 0,100 

4 0,25 eem Co-Zymase + 0,25 cem Wasser 0,125 

) 0,5 eem inaktiv. Co-Zymase . 0,00544 
6 0,25 cem inaktiv. Co-Zymase + 

0,25 eem Wasser . 0,00714 


Nach der Inaktivierung ist in der Loésung noch 


0,00714 


0,128 100 = 5,7 


“3 


der urspriinglichen Co-Reduktasemenge vorhanden. 
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Die Berechnungen kénnen in diesem Versuch jedoch mit 
recht groBen Fehlern behaftet sein. Der Inaktivierungsversuch 
bei 90° ist in dieser Hinsicht viel giinstiger. 


Versuch II. 
Inaktivierung bei 90°. 
Das Co-Zymasepriparat wurde wihrend genau 1 Stunde 
im Wasserbad bei 90° erhitzt. Die Temperatur schwankte 
wahrend des Versuches zwischen 89,8 und 90,2°. Nach Be- 
endigung der Erhitzung wurde sofort mit Wasser auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlt. 


Tabelle U1. 
Co-Zymaseprobe. 





eem Wasser 











cem Co-Zymase eem inaktiv. Co-Zymase 
Stdn. Mitte] 
| 6,1 0,04 0,02 | 68 O12 0,06 0,04 1,0 
| | | 

0,50 — | 0,55 | 0,32 11,35 | 0,5 | 0,29 | 0,2 0,0 

0,75 [1,8 | 08 1085 11,9 | 0,7 | 03 | 0,25 0,0 

100 | 2,3 | 1,0 | 043 1245 09 | 04 | 08 0,0 

1,25 2.9 1,35 | 0,5 3,0 | 1,2 0,48 0,32 0.0 

150 | 3,2 | 1,48 | 0,52 732 | 1,35 | 050 0,85 0,0 

1,75 8,65 1,75 | 0,57 | 3,6 | 1,55 | 0,54 9 0,37 0,0 

2,00 3.6 1,85 | 0,6 8,85 | 1,65 0,56 § 0,38 0,0 

2,75 4,5 2,15 | 0,65 | 4,3 1,9 0,6 0,4 0.0 
Aktivitat pro | cem vor der Inaktivierung . . . 25 cem CO,/Stunde 
1 cem nach der . . . . 7,7 eem CO,/Stunde 


Nach der Inaktivierung ist in der Lésung noch 


100 = 31°, 


der urspriiuglichen Co-Zymasemenge vorhanden. 
Kuler und Myrbiack’) haben fiir ein unreines Co-Zymase- 
priparat unter denselben Inaktivierungsbedingungen den Wert 


33°/, erhalten. 


') Diese Zs. Bd. 138, S. 8 (1924). 
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Tabelle LV. 


Co-Reduktaseprobe. Zimmertemperatur. 





Xr. leem Hefesusp. + 0,5 cem Mb Entfairbungs-] Aktivitiit 
+ 0,5 cem Zymophosphat zeit (Min.) | pro leeim 
u. 2 0,5 cem Wasser Nach 4 Std. 
| gefiirbt 
3 0,25 com Co-Zymase + 0,25 cem Wasser 6.5 0,154 
4 0,10 cem Co-Zymase -- 0,40 cem Wasser 13,0 0,192 
5 0,05 eem Co-Zymase + 0,45 cem Wasser 34,5 0,145 
6 0,5ceem inakt. Co-Zymase 8,5 0,0588 
| 0,25 eem inakt. Co-Zymase + 0,25 cem 18,0 0,0555 
Wasser 
8 0,10 cem inakt. Co-Zymase + 0,40 com 15.0 O.0555 
Wasser . 











Wenn wir die zwei héchsten Aktivitiitswerte nehmen, er- 
halten wir fiir die noch vorhandene Co-Reduktasemenge den 


Wet _ 100 = 31°), 


ni man die Ungenauigkeit in Betracht zieht, mit 
welcher die Bestimmungsmethoden, besonders die Co-Reduk- 
tasebestimmungsmethode, behaftet sind, mu man sagen, dab 
die Inaktivierungswerte fiir die Co-Zymase und die Co-Reduk- 
tase in guter Anniherung iibereinstimmen. 

Wie oben erwiihnt, sind die jetzt mitgeteilten Versuche 
mit einem sehr weit gereinigten Co-Zymasepriiparat gemacht. 
Die Reinigungsmethede war in aller Kiirze die folgende. Frische 
Unterhefe wurde be: SO° mit Wasser extrahiert. Der Extrakt 
wurde eingeengt und danach dialysiert. Die Aubenfliissigkeit 
wurde mit Bleiacetat bei p,,=6 gefallt und im Filtrat wurde 
eine Sorption an Bleibydroxyd bei p,=10 vorgenommen. Das 
Blei wurde mit Schwefelsiure beseitigt und in der stark 
schwefelsauren Lésung mit Kieselwolframsiiure gefillt. Die 
Kieselwolframsiiure wurde durch Baryt und dieser zuletzt 
durch Schwefelsiiure entfernt. 

DaB das Priiparat nach allen diesen Operationen, von 
denen einige auf die meisten Biokatalysatoren rasch zerstérend 
wirken, gleichzeitig als Co-Zymase und als Co-Reduktase 
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wirksam ist, deutet auch auf die Identitat der beiden Co- 
Enzyme. 

Wir wollen jetzt schlieBlich einige als vorliufig zu be- 
zeichnende Versuche mitteilen, die sich auf Auswaschbarkeit 
von Co-Zymase bzw. Co-Reduktase aus Trockenhefen be- 
ziehen. 

Kine Trockenunterhefe wird, wie sich immer bestitigt hat, 
durch Waschen mit Wasser von Co-Zymase sowie von Co- 
Reduktase befreit. Aus einer ‘Trockenoberhefe ist die Co- 
Zymase bekanntlich nicht auswaschbar. Eine Trockenober- 
hefe R verliert nach Auswaschen den gréBten Teil ihres Re- 
duktionsvermégens gegen Methylenblau. Dies kann jedoch nur} 
darauf beruhen, da die Wasserstoffdonatoren ausgewaschen 
werden. Wir haben jetzt darum einen Reduktionsversuch mit 
einer ausgewaschenen 'l'rockenoberhefe R unter Zusatz von 
Wasserstofidonator in Form von Natriumzymophosphat gemacht. 
Gleichzeitig wurde das Girvermégen gepriift. 


Versuch III. 


3 g Trockenoberhefe R wurden sehr sorgfaltig ausgewaschen 
und danach in 7,5ccm Wasser suspendiert. 


Giirungsproben. 
Zuckerphosphatlésung: 1g Glucose + 5 cem 10°/,iger Phosphatputfter 
+ 1eem Zymophosphatl. + 4cem Wasser. 


Zusammensetzung der Girungsproben. 


1. 1ecm Zuckerphosphatlésung + 1 ecm Hefesusp. 


oe Ch oe os +- 0,75 cem_,, 
a ae i + 0,5 

i x * + 0,25 , 4 
i gs ” + 0,10 ,, vs 
6. 1 Phosphatlosung + 1 " ‘ 
= oe 7 ba « 


Phosphatlésung = Zuckerphosphatlisung ohne Glucose. 





') Sofern die Dehydrogenase nicht zerstért wird. 








Nh 


er 
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Tabelle \. 


























Girversuche. 
Stdn. i. 2. ve 4. De 6. ry 
0,50 ),35 0,30 0,2 0,2 0,15 0,0 0,0 
1,00 0,65 0,55 0,4 0,3 0,15 0,0 0,0 
1,50 0,95 0,75 0,55 0,4 0,15 0,0 0,0 
2,00 1,55 1,2 0,8 0,55 0,25 0,0 0,0 
2,50 2,15 1,7 1,15 0,7 0,3 0,0 0,0 
3,08 3,0 2,3 1,6 1,0 0,4 0,0 0,0 
3,38 4,1 3,0 2,1 1,2 0,5 0,0 0,0 


Die Co-Zymase ist also nicht ausgewaschen worden. 

Durch Zucker (Euler u. Nilsson) sowie durch Bierwiirze 
(H. Fink) kann Co-Zymase auch aus Oberhefe eluiert werden. 
Herr Dr. Fink wird bald dariiber berichten. 


Tabelle VI. 


Reduktionsversuche. 








; 0,5 eem Mb -+- 0,5 eem 0,3 mol.- Na,HPO,- Entfairbungs- 
Nr. Lésung zeit (Min.) 
1 0,5 com Zymophosphat + 1 cem Hefesusp. 67,5 
2 OF. « ‘ +- 0,50 eem Hefesusp. 103 
+ 0,50 eem Wasser 
3 u. 4 | 0,5cem Wasser -- 1 cem Hefesup. Nach 3 Stdn. 
stark gefarbt 








Wie aus den Versuchen III und IV ersichtlich ist, ver- 
liert die Trockenoberhefe durch Waschen ihr Reduktionsver- 
mégen. Die Versuche mit Zymophosphatzusatz zeigen, dab 
dies auf Donatorenmangel beruht. Co-Enzym ist in der Hefe 
dagegen noch vorhanden. 

In noch héherem Grade als die Reduktionswirkung der 
Hefe muB diejenige des frischen Muskels von der darin vor- 
handenen Menge Zymophosphat und von der aus dem Glykogen 
entstehenden Glucoseform (Bioglucose) abhiingen. 








Enzyme, Co-Enzyme und Biokatalysatoren 
in koproporphyrinreichen Hefen. II. 


Vor 


Hans vy. Euler und Hermann Fink. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. November 1926 


In der unter dem gleichen Titel erschienenen I. Mittei- 
lung!) haben wir eine fiir unsere Arbeit mafSgebende Frage- 
stellung, welche die synthetische Ausbildung von Enzym- 
systemen in lebenden Organismen betrifft, folzendermaBen aut 
die Hefe spezialisiert: ,,.Was geschieht enzymatisch, wenn die 
Hefe sich an das anaerobe Leben gewoéhnt, und welche Ver- 
‘inderungen der sonstigen Hefenbestandteile, speziell der Bio- 
katalysatoren, sind damit verbunden?« 

Das Knzymsystem der anaeroben Kohlehydratspaltung 
steht, wie wir annehmen, mit den enzymatischen Ubertriigern 
des Sauerstofis und mit ihren Hilfssubstanzen in engem Zu- 
sammenhang. Wéihrend die quantitativen Versuche iiber den 
EKnzymkomplex der alkoholischen Girung und besonders iiber 
die Co-Zymase schon einige Aufklirung gebracht haben, 
kénnen wir der Literatur noch gar keine Anhaltspunkte dar- 
iiber entnehmen, wie sich enzymatisch der Ubergang zu der 
oxydativen Zuckerspaltung und die Regulierung von Atmung 
und Girung vollzieht. PBemerkenswert ist vielleicht in dieser 
Hinsicht, daB der an der Methylenblaureduktion bzw. an der 
O,-Autnahme beteiligte Stott (Co-Reduktase, Pnein, Atmungs- 
kérper}, dessen Mitwirkung fiir den genannten Oxydoreduktions- 


1) Kuler, H. Fink u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 158. S. 302 
(1926), 
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vorgang notwendig ist, mit dem spezifischen Aktivator der 
alkoholischen Girung, der Co-Zymase, identisch zu sein scheint. 

Der Sauerstoffiibertriiger, Himoglobin, enthilt bekanntlich 
den Porphyrinkern. Fiir die nahen Beziehungen zwischen 
Koproporphyrin und dem Blutfarbstoff ,,spricht die Ahnlichkeit 
der spektroskopischen Erscheinungen der natiirlichen Porphy- 
rine mit denen der aus dem Blutfarbstoff durch Abbau ge- 
wonnenen, der chemische Abbau und die Tatsache, daB in die 
natiirlichen Porphyrine Metalle komplex eingefiihrt werden 
kénnen, wobei ein den entsprechenden Blutfarbstoffderivaten 
‘ihnliches spektroskopisches Bild entsteht.“!) Uber die Be- 
ziehungen zwischen dem Blutfarbstoff und den an der anae- 
roben Zuckerspaltung beteiligten Stoffe wissen wir noch sehr 
wenig. Der Kinflu8 des Blutfarbstoffes auf die Reduktase und 
ihre Wirkung ist offenbar ein komplizierter. Fiir Bezichungen 
zwischen dem in diesem Laboratorium bisher als Co-Zymase 
bezeichneten Stoff und dem Blutfarbstoff spricht immerhin der 
Umstand, daf dieses Co-Enzym in sehr erheblichen Mengen 
in den roten Blutkérperchen vorkommt. 

In der Hefe, welche je nach der Sauerstoftzufuhr Zucker 
auch oxydativ abbaut, miissen neben den Katalysatoren der 
Girung noch Stoife wirksam sein, welche die Oxydation durch 
den Luftsauerstofi vermitteln. In dieser Hinsicht kommt in 
erster Linie das von Keilin?) spektroskopisch nachgewiesene 
Cytochrom in Betracht. 

Das Studium der Enzyme und Biokatalysatoren in den 
Vordergrund stellend; wird man versuchen, die Beziehung 
zwischen Girung und Atmung auf die quantitative Beziehung 
zwischen dem Zymasesystem, in erster Linie zwischen Co-Zy- 
mase einerseits und Cytochrom andererseits zu ermitteln. Bei 
der nahen Beziehung des Cytochroms zu den Porpbyrinen 
erweitert sich die Aufgabe dahin, den Beziehungen zwischen 
Co-Zymase und den Porphyrinen in der Hefe nachzugehen. 

Hier kénnen vergleichende Messungen an Ober- und Unter- 





*) Einstweilen ist der Zusammenhang durch die Synthese (H. Fischer) 
einwandfrei bewiesen worden. 
*) Proc. Roy. Soc. Bd. 98, S. 8312 (1925). 
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hefe Anhaltspunkte lefern. Der Umstand, daB einerseits die 
Gsirung der Unterhefe durch Sauerstoff sehr wenig beschleunigt 
wird, wihrend bei der Oferhefe die Atmung verhialtnismafig 
stark hervortritt, laBt sich vielleicht mit der Beobachtung 
Keilins in Beziehung setzen, daf das Cytochromspektrum 
in Oberhefen erheblich deutlicher hervortritt. 

Von wesentlicher Bedeutung ist fiir unser Problem die 
Verteilung des EKisens in den Hefen und die Art seiner Bin- 
dung. Aus den in einer folgenden Mitteilung zu_beschrei- 
benden Versuchen seien hier nur die folgenden Daten an- 
gefiihrt: 

Aus dem Aschengehalt unserer trockenen R-Hefe, 6,12°/,, 
und dem Eisengehalt der Asche, 0,34—0,38°/,, berechnet sich 
tir 1"g abgepreBte Hefe 0,056—0,069 mg Fe, in guter Uber- 
elnstimmung mit den Angaben der Literatur. 

Fiir himochromogenartig gebundenes Fe per Gramm Hefe 
kénnen wir vorliufig den Wert 0,00032— 0,00048 mg angeben. 
Somit ergibt sich als Resultat dieser orientierenden Analysen: 

sie 
Gesamt-Fe — 160 

Wir haben ferner den Gehalt der ,,.Koprohefen“ sowie der 
entsprechenden Ausgangshefen an mit Hisessig—Ather extra- 
hierbarem Porphyrin bestimmt}, das_ gleichzeitig spektro- 
skopisch identifiziert wurde. Jerner priiften wir die Hefen 
auch auf die Anwesenheit von Cytochrom bzw. Himochro- 
mogen, wie dies im experimentellen Teil beschrieben ist. 

Abgesehen von den eben dargelegten Gesichtspunkten 
schlieBen sich die hier mitgeteilte Untersuchung des Kopro- 
porphyrins in Hefen an unsere friitheren Versuche iiber die 
Bildung von Stickstoffringen in Hefezellen an. 

Die unter bestimmten, von H. Fischer und H. Fink?) 
ermittelten Bedingungen eintretende Anreicherung von Kopro- 





1) Von 100 g Trockenhefe H (‘Trockengew. 90°/,) gingen von 0,112 mg 
Porphyrin 0,018 mg ins Waschwasser, wenn das Verhiltnis Hefe zu 
Waschwasser 1:15 ist. Bei vollstiindiger Auswaschung geht 43°/, Kopro- 
porphyrin ins Waschwasser. 

*) Fischer und Fink, Diese Zs. Bd. 140, 8S, 57 (1924). 
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prophyrin in Hefen bedeutet eine Anreicherung an Stickstofi- 
ringen. 

Kine eingehende Untersuchung iiber den physiologischen 
Zustand, in dem sich derartige Koprohefen befinden, wurde 
bisher nicht durchgefiihrt und tiber die Ursachen, die diesen 
Zustand der Hefe herbeifiihren, legen bisher nur Vermutungen 
vor. So fuBerten sich hieritiber Fischer und Fink in ihrer 
II. Mitteilung: ,,Es scheint eben der ganze Komplex von ver- 
inderten Lebensbedingungen, wie es die Hefesprossung in 
einer Zuckerlésung mit anorganischen Zusiitzen gegeniiber dem 
Wachstum in Wiirze darstellt, eine Rolle zu spielen... In 
obiger Zuckerkultur dagegen ist die Zelle ganz anderen Auf- 
gaben gegeniibergestellt, da sie ja Stickstoff und Phosphor nur 
in Form niederster Bausteine vorfindet.“ 

In einer spiteren Arbeit von Fischer und Hilmer!) heibt 
es: , Auf Grund zahlreicher neuen Versuche (an Hefen und jungen 
Pflanzen) scheint (in beiden Fallen) die Porphyrinbildung durch 
unzureichend bzw. unzweckmibige Ernihrung der Hefe bedingt 
zu sein“, 

In unserer |. Mitteilung iiber koproporphyrinreiche Hefen 
wurde besonders iiber das Co-Enzym der Girung und seine 
Auswaschbarkeit aus den Hefetrockenpriparaten sowie iiber 
die Glykogenspeicherung berichtet. Hier soll noch auf weitere 
Eigenschaften der dort schon beschriebenen Koprohefen ein- 
gegangen werden. 


Methodik. 


Qantitative Bestimmung des Koproporphyringehaltes. 


Als Porphyringehalt einer Hefe nahmen wir diejenige 
Farbstoffmenge, die ohne weiteres AufschluBverfahren (wie 
Autolyse, Faulnis u. dgl.) aus frischer Hefe bzw. Trockenhefe 
lediglich durch Behandlung mit Loésungsmitteln wie Hisessig— 
Ather erhalten werden kann. Die erhaltenen Farbstoftlésungen 
wurden in einem Dubosq-Prismenspektroskop mit geaichter 
Skala spektroskopiert. 





1) Fischer u. Hilmer, Diese Zs. Bd. 153, S. 170 (1926); vgl. auch 
Bd. 159, S. 124 (1926). 
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Niemann!) hat ein spektrophotometrisches Verfahren zur 
Gehaltsbestimmung von Koproporphyrinlésungen ausgearbeitet. 
Fiir die vorliegende Untersuchung ist uns das Kénig-Mar- 
tenssche Spektrophotometer nicht zur Verfiigung gestanden 
und wir haben uns deshalb auf die colorimetrische Methode 
beschranken miissen. 

Bei den meisten Colorimetertypen kommen die Farbstofi- 
lésungen mit Metallteilen in Beriihrung; wir wollten dies wegen 
des eventuellen Ubergangs des freien Porphyrins in Komplex- 
salz vermeiden und haben zur Gehaltsbestimmung unserer Por- 
phyrinextrakte mit gutem Erfolg ein einfaches Colorimeter 
nach O. Hehner, mit Mikrohihnen versehen, verwendet, be- 
stehend aus 2 Zylindern von gieichem Durchmesser (etwa 11 mm, 
die eine Lingseinteilung in Millimetern tragen. Die beiden 
Zylinder sind durch eine Wand getrennt und lichtdicht in ein 
Holzkiistchen eingebaut, aus dem nur die beiden Hihne hervor- 
ragen. Sie werden von unten durch einen Reflektor mit Hilfe 
einer matten Glihbirne beleuchtet. 

In den einen Zylinder kommt die gereinigte Lisung vou 
Hefeporphyrin in 5°/,iger HCl, den andern fillt man mit 
Standardlésung. Aus letzterem liBt man so lange Fliissigkeit 
austropfen durch Offnen des Mikrohahnes, bis vollstindige 
Farbengleichheit hergestellt ist, und liest die beiden Schicht- 
héhen an der Millimeterskala ab. LEinstellung und Ablesung 
werden noch einige Male wiederholt; die Werte pflegen gut 
iibereinzustimmen. Kennt man das Volumen der Lésung 
n ccm, die aus der Hefeprobe erhalten worden ist, so ist der 
Gehalt P an Koproporphyrin ermittelt, wenn a die Schichthéhe 
der Standardfliissigkeit, 4 die Schichthéhe der Lésung ist und 
der Standard 2,29 mg Koproporphyrin in 50 cem enthilt. 


ae 2,29 
b-50 
Diese Methode hat den Vorteil, daB ein Ubergehen der 
Porphyrinlésung in das Komplexsalz ausgeschlossen ist und 
nach der Messung das Porphyrin isoliert werden kann. 
Als Standard diente anfangs cine Liésung von reinem 


mg. 





) Diese Zs. Bd. 146, S. 181 (1925). 
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Koproporphyrin, das wir Herrn Geheimrat Hans Fischer 
verdanken, in 5°/,iger Salzsiiure. Es wurden 2,29 mg Farb- 
stoff in 1 com verdiinnten Ammoniaks gelést, rasch mit einem 
UberschuB von 5°/,iger HCl versetzt und in einem aus- 
gedimpften MeBkolben auf 50 cem gebracht. Diese Standard- 
lésung ist, im Dunkeln aufbewahrt, einige Zeit haltbar.’) Bei 
porphyrinarmen Hefen oder wenn nur wenig Hefe zur Ver- 
fiigung stand fiir die Porphyrinuntersuchung, war es notwendig, 
schwichere Vergleichslésungen zu bereiten durch Verdtinnen 
mit 5°/,iger Salzsiure im Verhiltnis 1:2 oder 1:4. 

Zur Extraktion des Porphyrins aus Hefe wandten wir die 
Fischersche Kisessig—Athermethode an. Die frische Hefe wird 
mit der doppelten Menge Kisessig angesetzt, wiihrend 48 Stun- 
den von Zeit zu Zeit geschiittelt, mit reichlich Ather gemischt 
und nach einigem Stehen auf der Nutsche abgesaugt. Zur 
quantitativen Bestimmung wird die Extraktion nochmals wieder- 
holt und wir konnten uns von ibrer Vollstiindigkeit iiberzeugen ; 
denn auch mit Pyridin konnte kein Porphyrin mehr im Hefe- 
riickstand nachgewiesen werden. Die vereinigten Extrakte 
werden mit Wasser entmischt und der Ather 3mal gewaschen, 
dann mit 5°/ iger Salzsiiure das Porphyrin entzogen. Den 
mit Siure behandelten Ather bezeichnen wir Restither. Die 
Waschwiisser wurden nochmals ausgeithert. 

Diese erste Siiurelésung ist meist zur Colorimetrie noch 
zu unrein und stimmt im Farbton nicht genau mit dem 
Standard iiberein. Es mu nochmals mit Natriumacetat in 
neuen Ather getrieben und dieser gewaschen werden. Mit 
5°/,iger Salzsiiure erhilt man dann aus diesem eine Lésung, 


1, Zum colorimetrischen Vergleich von Hefeextrakten benutzten wir 
diese Lésung nur 14 Tage lang. Nach 7 Wochen war trotz Aufbewahrens 
im Dunkeln der Farbwert auf etwa die Hilfte gesunken, verursacht durch 
Ausscheidung eines gefirbten Kérpers. Dies konnte bei spiiteren Stan- 
dardlésungen vermieden werden durch Zusatz von Eisessig zur 5°/,igen 
Salzsiiure, wie z. B. bei folgendem Ansatz: 0,781 mg Koproporphyrin, 
gelést in einigen Tropfen verdiinntem Ammoniak, werden mit 3 cem Eis- 
essig versetzt und dann auf 25 cem mit der Salzsiiure gebracht. Dieser 
Standard hatte nach 7 Wochen den Wert 0,775 mg. Der Essigzusatz 
hat keinen Einflu8 auf die Farbnuance und die Lage der Absorptionssireifen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXII. 19 
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die meistens vollkommen mit der MeBlésung im Farbton iiber- 
einstimmt. Besonders bei Trockenhefen ist diese Reinigung 
notwendig. Die EKinstellung auf Farbgleichheit ist schwierig, 
wenn der Porphyrinextrakt nur sehr schwach gefirbt ist. In 
diesem Falle kann die MeSgenauigkeit erhéht werden, wenn 
man die Schichten mit dem Taschenspektroskop betrachtet und 
auf gleiche Intensitét des Siurespektrums einstellt. 

Ks wurde nun gepriift, ob die so erhaltenen Werte repro- 
duzierbar sind. Das war in befriedigender Weise der Fall 
2 Extraktionen und Messungen mit derselben Hefe ergaben 
0,127 mg bzw. 0,122 mg fir 10 g luittrockenes Priparat. 

Da wir in Anbetracht der zablreichen biochemischen Prii- 
fungen, die gleich mit der frisch geernteten Hefe vorgenommen 
werden muBten, die Porphyrinbestimmung manchmal erst spiitei 
ausfiihren konnten, war zu untersuchen, ob die extrahierbaren Farb- 
stoffmengen vor und nach dem Trockunen gleich groB waren. Kin 
quantitatiy durchgefiihrter Vergleich ergab befriedigende Uber- 
einstimmungen, so daB wir einen Teil unserer Hefen als Trocken- 
priparate priiften (unter Beriicksichtigung des Trockengewichtes). 

60 ¢ einer frischen Koprohefe wurden erschépfend mit 
Eisessig—Ather extrahiert und ergaben nach Reinigung des Salz- 
siiureextraktes einen Gehalt von 0,188 mg Farbstoff. 

30 g derselben Hefe wurden unter Vermeidung yon Ver 
lust in Trockenhefe iibergefiihrt, nach mehrtigigem Nach 
trocknen mit 60 ccm Wasser versetzt und der Extraktion 
unterworfen. Wir erhielten den Wert 0,090 mg. Bei einem 
zweiten Versuch fanden wir in 30 g einer Koprohefe, frisch 
verarbeitet, 0,125 mg, nach dem Trocknen 0,123 mg Porphyrin. 

Die Ubereinstimmung ist also befriedigend. Die Unter- 
suchung als Trockenpriparat hat aber auch noch den Vorteil, 
daB gleichzeitig mit demselben frisch bereiteten Standard eine 
Reihe von Hefen gepriift werden kann, wodurch Fehler, ver- 
ursacht durch Ausblassen der MeBlisung, vermieden werden. 

Ein Nachteil der von uns benutzten colorimetrischen 
Methode gegeniiber der spektrophotometrischen ist aber, daf 
relativ groBe Hefemengen zur Verfiigung stehen miissen, je 
nach dem Porphyringehalt 10—30 g Koprohefe. 
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ar- An die colorimetrische Porphyrinbestimmung  schlossen 
ng wir dann gleich die spektroskopischen Priifungen der Farb- 
‘ig, stofflésungen an. Zuniichst wurde das Porphyrin in 5°/,iger 
In HCl an einem Dubosq-Prismenspektrometer gemessen, dann 
nn : mit Natriumacetat in Ather iibergefiihrt und dort die Messung 
nd wiederholt. Der Restaither, dem mit Sure das freie Por- 

phyrin entzogen worden war, wurde nach dem Einengen spek- 
ro- troskopiert. .,Himin“ war bei unserer Arbeitsweise darin nicht 
all mehr nachweisbar. Das rasche Ausbleichen des Kisenkomplex- 
en salzes bei der Kisessig—Athermethode wurde schon vor Fischer?) 

und Mitarbeitern beobachtet. Notwendig war die Priifung des 
ii. Restathers aber deshalb, um festzustellen, ob freies Porphyrin in 
nen Cu- oder Zn-Komplexsalz iibergegangen war, und ob dasselbe 
tel einen betrichtlichen Verlust an Porphyrin bedeutete. Das 
rb- verwandte Spektrometer gestattete zwar nicht die bisweilen 
Kin geforderte Genauigkeit der Messung auf 0,1 wu. Wir legten 
yer- aber hierauf nicht so groben Wert, sondern kontrollierten éfters 
en- | die Lage der Streifen mit Lésungen von reinem Koproporphyrin. 
res), Ks wird nur die Lage eines charakteristischen Streifens in dem 
ats betreffenden Medium angegeben. 
alz- 

Prifung auf Cytochrom. 

yer | Zur Priifung auf Cytochrom wandten wir die direkte spek- 
uch troskopische Beobachtung der Hefe nach Keilin?) an, der sich 
tion dann auch Schumm bei seinen ersten Untersuchungen be- 
nem dient hat. Die abgesaugten Hefen werden in etwa 2—3 mm 
isch Schicht zwischen Objektglisern an einer 500 kerzigen Halb- 
rin. wattlampe mit dem T'aschenspektroskop beobachtet. Es konnten 
iter- dabei deutlich die Streifen ¢ und 4 (des Cytochroms) nach 
teil, Keilin mit dem Maximum bei etwa 550 und 565 erkannt 
eine werden und bisweilen auch noch der Streifen a bei etwa 
ver: 604. Durch vergleichende Beobachtung von Koprohefe und 
n. Ausgangshefe lassen sich auch einigermaBen Schliisse ziehen, 
chen in welcher Hefe mehr Cytochrom vorhanden war. 
dal 
_ oe | ') Diese Zs. Bd. 150, S. 252 (1925); Bd. 153, S. 54 (1926). 





| *) Keilin, a. a. O. 
19* 
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Sehr geeignet fiir die gleichzeitige Priifung auf Cytochrom 
bzw. Hiimochromogen und Porphyrin sind Pyridinextrakte aus 
den vorbehandelten Hefen. Anson und Mirsky!) haben zu- 
erst derartige Ausziige aus Bickerhefe bereitet nach dem von 
H. Fischer und Hilger bereits 1924 aus Hefe Hamo- 
chromogenspektrum beobachtet war, und sie haben bei der 
spektroskopischen Priifung darin ein dreibandiges Himochro- 
mogenspektrum beobachten kénnen, dessen Streifen bei etwa 
583, 557 und 530 lagen. Das deutlichste Absorptionsband 557 ist 
seiner Lage nach annihernd identisch mit dem Hauptstreifen des 
Himochromogens aus Blutfarbstoff. Spater hat auch Schumm?) 
Pyridinextrakte aus Hefe aus anderem pflanzlichen Materia! 
hergestellt und die Resultate bestiatigt. 

Wir behandelten 5—10g Koprohefe mit etwa 20 ccm 
Pyridin, saugten rasch ab und begannen gleich mit dem Spek- 
troskopieren der Loésung meistens in 10 cm Schicht. Dabei 
achteten wir besonders auf den Streifen im Rot 623, der 
Koproporphyrin anzeigt, und den Hauptstreifen 557 des Himo- 
chromogens. Ersterer konnte nur in Koprohefe beobachtet 
werden, wie Fischer und Hilmer’®) auch bei einer Kopro- 
reinkultur von Saccharomyces anamensis feststellen konnten. 
Bisweilen wurde dann auch noch Hydrazinhydrat zugefiigt. 
Aus der Intensitit des Streifens 557 in gleicher Schicht, 
bei gleich hergestellten Extrakten aus Koprohefe und Ausgangs- 
hefe sind Schliisse auf die Hohe des Hiamochromogen- 


gehaltes méglich. 


Saccharasebestimmung., 


Reaktionsmischung: 
20 ecem Rohrzuckerlésung, enthaltend 25 g Rohrzucker in 100 cem. 
20 ecm Hefensuspension, enthaltend 1,5—2 g der zu untersuchenden 
Hefe von bekanntem Trockengewicht in 100 cem Toluol- 
wasser. 
10 cem Pufferlésung, 0,3 mol. KH,PO,, py = 4,5. 
Versuchstemperatur stets 25° 


') Anson u, Mirsky, Jl. of Physiol. Bd. 60, 8. 161 (1925). 
*) Schumm, Diese Zs. Bd. 150, S. 281 (1925). 
*) Fischer u. Hilmer, Diese Zs. Bd. 153, S. 193 (1926). 
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Versuche., 


Vorversuche. 

Zunichst sollte festgestellt werden, ob die Porphyrin- 
bildung in der Hefe eine vereinzelte synthetische Krscheinung 
ist, oder ob im ailgemeinen unter den gegebenen Ziichtungs- 
bedingungen eine Tendenz zur gesteigerten Bildung stickstoff- 
haltiger Ringsysteme besteht. 

Bei den Vorversuchen 1 und 2 wurde sowohl die 
Stockholmer Oberhefe R wie die Unterhefe H der Porphyrin- 
vorbehandlung unterworfen. Von den N-haltigen Ringsystemen 
ist ftir das Tryptophan relativ am einfachsten eine quantitative 
Bestimmung durchfiihrbar. Wir priiften deshalb vergleichend 
die Hefe vor und nach der Ziichtung auf eine Zunahme baw. 
Abnahme an dieser Aminosiiture nach dem Verfahren von 
Fiirth.') 

Zwei Fille sind méglich. Bei der Vorbehandlung kénnen 
solche Zwischenprodukte auftreten, daB im allgemeinen hetero- 
cyclische Ringe begiinstigt werden. Oder aber die Hefe wird 
durch die Vorbehandlung zur Bildung von Aktivatoren der 
anaeroben und aeroben Atmung veranlaBt und bildet, unabhiingig 
von der chemischen Beschaffenheit, diese ihrem Bediirfnis ent- 
sprechend. 

Die Ni&hrlésung enthielt in 2 Liter destillierten Wassers 
200 g Zucker, 2 g Harnstoft, 2 ¢ Dikaliumphosphat, 0,8 g CaCO,, 
1,0 g CaCl, (wasserfrei) und 0,8 g MgSO,. 

In dieser Liésung wurde suspendiert 5 g Oberhefe R vom 
Trockengewicht 26,5°/, und in einem zweiten Ansatz 5g 
Unterhete H (‘Trockengewicht 31,9°/,). Beide Versuche standen 
im Thermostaten bei 25° wihrend 5 Tagen. 

Die Hefenausbeute betrug nach dem Dekantieren und Ab- 
saugen bei 

R-Hefe 10,62 g (Trockengewicht 29,7°/,) = 3,16 g Trockengewicht 
H-Hefe 21,11 g ( - 28,3°/)) = 5,97 g 


? 


g 





—_ 


‘) Firth und Mitarbeiter, Biochem. Zs. Bd. 109, S. 108, 124 (1920); 
Bd. 146, S. 275 (1924). 
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Die Hefevermehrung (Zunahme des Hefetrockengewichts) 
war bei 
R-Hefe etwa eine Verdopplung, nimlich von 1,32 auf 3,16 g Trockengew. 
H-Hefe __,, , Vervierfachung, _,, » 159 , ie m 

Zur Tryptophanbestimmung wurden je 7,5 g in 30°/, iger 
KOH suspendiert und das Volumen auf 25 ccm erginzt, Mit 
2 ccm Suspension fiihrten wir die Farbreaktion nach Fiirth 
aus, wie dies in der fritheren Mitteilung') ausfiihrlich be- 
schrieben ist. Ebenso ermittelten wir den absoluten Tryptophan- 
gehalt durch Vergleich mit unserem Trockenhefestandard. 

Die relativen und absoluten Tryptophanwerte sind der 
folgenden Tabelle zu entnehmen. Die absoluten Werte be- 
ziehen sich auf 1 g T'rockensubstanz. 




















| ~ ‘Tryptophangehalt (bez. 
Hefe ~ eit auf 'Trockengewicht 
relativ | absolut — 
Versuchsbeginn 1 | 0,90 °/, 
Oberhefe R a | 
Nach 5 Tagen 0,69 | 0,62 °/, 
( Versuchsbeginn 1 | 44%, 
Unterhefe H - ‘ ; 
| Nach 5 Tagen 0,74 | 0,81 %/, 





Prifung auf Porphyrin. 


Im Vorversuch mit R-Hefe konnte in den iibrigen 3g 
Hefe Koproporphyrin nach der Eisessig—Athermethode spektro- 
skopisch nachgewiesen werden. 

Die Lage der Absorptionsstreifen war: In Ather I. 623. 
In 5°/,iger Salzsiure I. 592. 

In 13,6 g vorbehandelter Unterhefe war der Porphyrin- 
ther schwach rot gefarbt. Auch hier stimmten die spektro- 
skopischen Zahlen auf Koproporphyrin. In Ather I. 628. 
In 5°/,iger Salzsiure I. 593. 

Die quantitative Bestimmung konnte bei diesen Versuchen 
damals noch nicht ausgefiihrt werden. Auf Cytochrom wurde 


nicht gepriift. 





1) Euler.u. Fink, Diese Zs. Bd. 157, S. 230 (1926). 
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Vorversuch 3, 

Ganz ihnlich wurde ein weiterer Vorversuch mit H-Hefe, 
bei dem Gesamtstickstoff, Tryptophan und Porphyringehalt be- 
stimmt wurden, ausgefiihrt. 

10 g Unterhefe H (Trockengewicht 24,4°/,), enthaltend 
204,2 mg N, wurden in 4 Liter obiger Nihrlésung suspendiert. 
Nach 9 T'agen war bei einer Versuchstemperatur von 17—20° 
der Zucker vollstindig verbraucht. p,, = 4,9. 

Die Hefenausbeute betrug 51,6¢ vom ‘Trockengewicht 
31,4°/,, enthaltend 845 mg N. 

Das Hefentrockengewicht hatte sich also vermehrt von 
2,44¢ auf 16,2¢, somit auf das etwa 7 fache. 

In den 10g Ausgangshefe waren 204,2 mg Gesamt-N ent- 
halten, in den 51,6¢ geernteter Hefe 845mg N, also trotz 
7facher Vermehrung der Hefentrockensubstanz nur etwa 4mal 
so viel N. Wie sehr die Koprohefe in ihrer Zusammensetzung 
von der Ausgangshefe abweicht, zeigt folgende Tabelle. 








Die Zahlen mg sind berechnet auf 1g Trockensubstanz. 


: mg Trypto-— 7 » Trypto- Of, Tryptophan 
Zeit __ phan in der} . 

Gesamt-Nj phan, rel. [4,. im Gesamt-N 
| al Trockensub. 
Versuchsbeginn 83,8 1 1) 13,1 
Nach 9 Tagen 52,2 0,58 0,64 12,2 
Abnahme in °/, aie) . i 

des Anfangswertes on = - 














Priifung auf Cytochrom und Porphyrin. 

In 3mm Schicht konnten zwischen Objektglisern deutlich 
die beiden Streifen im Griin des Cytochroms mit dem Taschen- 
spektroskop erkannt werden. Hin Pyridinextrakt wurde bei 
diesem Vorversuch nicht bereitet. 

Koproporphyrin war in Kisessig—Atherextrakt in reichlicher 
Menge vorhanden. Die colorimetrische Bestimmung ergab in 
30g abgepreBter Hefe von obigem Trockengewicht 0,18 mg 
freies Porphyrin. 

Die Lage der Absorptionsstreifen war fiir Koproporphyrin 
normal. In Ather: I. 623. In 5°/,iger Salzsiure: I. 592. 
Im Restiither Spuren von Kupferkomplexsalz I. 561. 
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Aus den Vorversuchen geht hervor, da8 besonders die 
Unterhefe H zu einer sehr starken Porphyrinbildung veranlaBt 
werden kann. Bei der Oberhefe R scheint dies nicht im 
gleichen Mage der Fall zu sein. Allerdings war hier fiir die 
Porphyrinuntersuchung zu wenig Hefe vorhanden, auch war 
das Hefewachstum aus einem unbekannten Grund nur un- 
bedeutend gewesen. 

Die eingangs erwihnte Fragestellung nach einem Zu- 
sammenhang zwischen Koproporphyrinbildung und gesteigerter 
Synthese anderer heterocyclischer Ringsysteme lift sich dahin 
beantworten, daB ein solcher durch unsere Versuche nicht 
nachgewiesen ist und fiir das Tryptophan sicher nicht zum 
Ausdruck kommt. Im Gegenteil, es hat sich bei den Vorver- 
suchen gezeigt, daB der Tryptophangehalt ganz betrichtlich, 
nimlich um 42,0°/,, in der Koprohefe abgenommen hatte, 
bezogen auf das Hefentrockengewicht. Damit war aber noch 
nicht erwiesen, daf deshalb auch das neugebildete EKiweiB in 
der Koprohefe irmer an dieser Aminosiiure sein muf, denn 
die Abnahme pro Trockengewicht konnte bei Versuch 1 und 2 
ja auch verursacht sein durch Speicherung nicht stickstoft- 
haltiger Substanzen (Glykogen, Fett usw.), was bei der Ziichtung 
in so groBem ZuckeriiberschuB durchaus nahe liegt. 

Aus dem Vorversuch 3 ist aber zu ersehen (Spalte 4), 
da8 in der Koprohefe das Tryptophan einen geringeren Bruch- 
teil (12,2°/,) des Gesamtstickstoffs ausmacht, als in der 
Ausgangshefe (13,1°/,). Dieses Resultat ist zugleich eine Be- 
stitigung unserer friiheren Versuche iiber das Stickstoffgleich- 
gewicht in Hefezellen.1) Bei den niichsten Versuchen wurde 
auch noch die Glykogenspeicherung, Saccharaseanreicherung, 
sowie besonders das Stickstoffgleichgewicht untersucht. Auch 
das System Zymase Co-Zymase wurde einer eingehenden Pri- 
fung unterzogen. 


Versuch 1 mit Oberhefe R. 


Uber die Ziichtungsbedingungen, die Glykogenspeicherung 
sowie das Verhalten yon Zymase und Reduktase und ihrer 


*) Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 157, S. 222 (1926). 
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Co-Enzyme bei diesem Versuch haben wir schon in der ersten 
Mitteilung berichtet!) (Versuch I). 
Stickstoffgleichgewicht: Die folgenden Tabellen zeigen 
vergleichend, wie sich der Gesamtstickstoff verteilt auf Amino-, 
Ring- und Peptid-N in der Ausgangshefe und Kopro-R-Hefe. 
Amino-N + Ammoniak-N nach y. Slyke bestimmt.?) 


Zahlen berechnet auf 1g Trockensubstanz. 





Stickstoff Ausgangshefe Rj} Koprohefe 


Gesamt-N.. . 84,9 52,3 











Amino-N vor der Hydrolyse 11,8 3,8 
Amino-N nach der Hydrolyse 48,1 32,4 
Peptid-N . te ee 36,3 28,6 
De. ee E we oy 36,8 19,9 
Berechnet auf °/, des Gesamt-N. 

ee a ne 100 100 

pS a 13,9 7,3 
Peptid-N. . ...... 42.7 54,7 
ey KS a 43,6 38,0 





Wie bei unseren iriither und gleichzeitig ausgefiihrten 
Hydrolysen zum Studium des Stickstoffgleichgewichtes, haben 
wir auch hier nach der Hydrolyse den Aminostickstoff nach 
Abdestillierung und Bestimmung des Ammoniak-N bestimmt. 
Wie zu erwarien, ist die Summe aus Amino-N und Ammoniak, 
die fiir die Berechnung des Peptid- und Ringstickstoffs als 
Ausgangspunkt dient, héher nach getrennter Bestimmung. Die 
erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle zusammen- 


gefabt. 
mg N pro 1 g Trockengewicht. 

















Stickstoff Ausgangshefe Koprohefe 
Ammoniak-N 5,8 3,5 
Amino-N 46,1 33,6 
Summe 51,9 | 37,1 





1) Euler, Fink u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 158, S. 305 (1926). 


*) Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 157, S. 222 u. 





228 ff. (1926). 
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Berechnet man aus den Summen die Zahlen fiir Peptid- 
und Ring-N, so ergeben sich folgende Werte: 


mg N pro 1g Trockengewicht. 




















Stickstoff Ausgangshefe Koprohefe 

Gesamt-N a ae 84,9 52,38 
Amino-N vor der Hydrolyse 11,8 3,8 
Summe aus Amino-N und Am- 

moniak nach der Hydrolyse 51,9 37,1 
Peptid-N . 40,1 33,3 
Ring-N 33,0 15,2 

In °/, des Gesamt-Stickstoffs. 

Gesamt-N 100 100 
Amino-N 13,9 7,3 
Peptid-N . 47,2 63,7 
Ring-N 38,9 29,0 








Saccharasebestimmung. 


Auf den Saccharasegehalt wurde gepriift in der Ausgangs- 
hefe R und der Koprohefe. Die Ausfiihrung der Bestimmung 
wurde im methodischen Teil beschrieben. 

I. Ausgangshefe: Die Hefesuspension enthielt 1,50 g Oberhefe R 
vom Trockengewicht 26,6°,, in 100 cem tuluolgesittigtem Wasser. 

II. Koprohefe: Die Hefesuspension enthielt 1,50 g Koprohefe 
vom Trockengewicht 31,8°/, in 25 cem tuluolgesittigtem Wasser. 




















Minuten Drehung ° k+104 If (25°) 
ye 3,18 aa 

90 1,03 iis 

150 0,07 38,6 

180 ~0,32 42,6 0,24 
i. “Ie 3,58 “= 

68 2.24 - 

150 0,83 25,0 

180 0,35 27,4 0,04 


Prifung auf Cytochrom und Porphyrin. 


Bei der Priifung der Kopro-R-Hefe zwischen Objektglasern 
mit dem T'aschenspektroskop konnten die Cytochromstreifen a, 
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/ und c nach Keilin?) deutlich erkannt werden. Beim Ver- 
gleich mit gewohnlicher R-Hefe in gleicher Schichtdicke war 
der Kindruck deutlich, daB die Intensitit der Streifen bei der 
Koprehefe schwiicher wire. 

Koproporphyrin war relativ wenig vorhanden. Die Priifung 
der mit Eisessig angesetzten 40 ¢ konnte in Anbetracht der 
vielen Untersuchungen auf die iibrigen physiologischen Daten 
erst nachtraiglich durchgefiithrt werden. Die Farbung der 
gesauten Atherextrakte lieB aber nur auf geringen Porphyrin- 
gehalt schlieBen. Kine quantitative colorimetrische Bestimmung 
war hier nicht durchfiihrbar, da der gréBte Teil des Porphyrins 
in Kupfersalz tibergegangen war. iie Lage der Streifen war 
fiir Koproporphyrin normal. 

Im Restither Cu-Salz I. 561. 
Im Porphyrinither . 1. 628. 
In 5°/,iger HCl . . I. 598. 


Versuch 2 mit Oberhefe R. 

Hin zweiter Versuch mit 25 g Oberhefe R und 10 Liter 
ausgekochter Nihrlésung lheferte nach 9tigigem Stehen bei 
16—18° 46,5 g Hefe nach dem Dekandieren und Absaugen. 
Kine betrachtliche Menge war noch in der Nahrlésung suspendiert. 

Die Cytochromstreifen waren hier in gleicher Hefeschicht 
etwas schwiicher als bei der Oberhefe R. Sichtbar waren der 
Streifen im Rot etwa 602 und der Doppelstreifen im Griin 
etwa 562 und 551. 

Im Pyridinextrakt aus 7 g Koprohefe und 20 ccm Pyridin 
konnte der Porphyrinstreifen bei 621 nicht sicher erkannt 
werden, deutlich waren aber die Himochromogenstreifen mit 
dem Maximum bei etwa 586, 556 und 526. 

30 g der vorbehandelten Hefe wurde erschépfend mit Kis- 
essig—Ather extrahiert und Koproporphyrin colorimetrisch be- 
stimmt. Es waren nur 0,052 mg vorhanden. Die Lage der 


Absorptionsstreifen stimmte gut auf Koproporphyrin. 
In Ather I. 622. 
In 5°/, iger Salzsiure I. 593. 


Der Restiither gab kein Spektrum. 
1) Keilin, a.a. O. 
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Ergebnis der Kopro-R-Hefenversuche. 


1. Wie beim Vorversuch 1 unterschied sich die Koprohefe 
schon rein fuBerlich von der Ausgangshefe dadurch, daB sie 
eine hellere, weiBgraue Farbe hatte und auch beim Trocknen 
fand kein Nachdunkeln statt. Die Trockenhefe war ein weifes 
Pulver. 

2. Da& eine Glykogenspeicherung eintreten werde, war 
schon aus der Art der Ziichtung zu erwarten. Immerhin muh 
hervorgehoben werden, da8 das Glykogen um 33°/, des Aus- 
gangswertes zugenommen hatte. 

3. Auch die Stickstoffverteilung in der Koprohefe ist in 
mehrfacher Hinsicht bemerkenswert. Infolge des Kohlehydrat- 
reichtums ist der Gesamtstickstoff pro Einheit des Trocken- 
gewichts stark zuriickgegangen. Aber auch in der Zusammen- 
setzung des HiweiBes miissen sich grundlegende Anderungen 
vollzogen haben. Trotz der Fehlerquellen der Hydrolysenmethode, 
die iibrigens dadurch wesentlich verringert wurde, daB wir alle 
Operationen gleichzeitig und unter gleichen Bedingungen aus- 
fiihrten, k6unen doch Schliisse in dieser Hinsicht gezogen werden. 

Der sehr niedrige Gehalt an Amino-N ist entweder damit 
zu erkliren, daB sich im EiweiB der Koprohefe weniger freie 
NH,-Gruppen befinden, wobei besonders an die 0- und «-stin- 
digen Aminogruppen (Lysin usw.) zu denken ist, oder dadurch, 
daB die Kopro-H-Hefe ausgelaugt ist, d.h. daB infolge der 
eroben Fliissigkeitsmenge und niederen Aminosiiurekonzentration 
der Nihrl6sung die in der Zelle vorhandene, sich im Gleich- 
gewicht zwischen Aufbau und Abbau der Peptide befindlichen 
freien Aminosiiuren durch die Zellwand diffundiert sind. Vielleicht 
hat auch in geringem Grade Autolyse eingesetzt, da nach der 
Girung bis zum Abtrennen der Hefe noch 2 Tage verstrichen 
waren. Fiir eine Auslaugung und Schwichung sprechen auch 
die Resultate an Zymase, Co-Zymase und Reduktase. Damit 
steht auch der geringe Saccharasegehalt der Kopro-R-Hefe im 
Kinklang. Kine Abnahme an Amino-N in °/, des Gesamt-N 
scheint nach unseren friiheren Untersuchungen stets als eine 
Begleiterscheinung der Girung in Zuckerlisung aufzutreten. 
Hier ist aber der Unterschied besonders deutlich. 
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Auch der ,,Ring-Stickstoff macht einen wesentlich ge- 
ringeren Betrag des Gesamt-N nach der Vorbehandlung aus 
und das auf Kosten des Peptid-N, der vermehrt ist. Der 
Peptidstickstoff erscheint aber desha!b so besonders erhéht, da 
der Aminostickstoff so stark erniedrigt ist. 

4, Wie schon erwihnt, ist der Saccharasegehalt der Kopro- 
R-Hefe ein auffallend niedriger. 

5, Cytochrom war ebenfalls im Vergleich zur R-Ausgangs- 
hefe vermindert. Es ist dies insofern von Interesse, als in 
dieser Hefe sich auch bei Untersuchung des Systems Reduktase— 
Co-Reduktase eine Schwichung feststellen lieB. (Vgl. I. Mitt. 
S. 305.) 

6. Die Porphyrinanreicherung hat sich nur in mibigen 
Grenzen vyollzogen und war viel schwicher als bei den Vor- 
versuchen mit Unterhefe H. 

Nach den Erfahrungen dieses Versuchs, daB mit den Ober- 
hefen sich nicht so giinstige Porphyrinausbeuten erzielen lassen, 
fiihrten wir alle folgenden Vorsuche mit Unterhefe H von der 
St. Eriks-Brauerei aus. 


Versuch 3 mit Unterhefe H. 


In 2 Flaschen wurden 25 g bzw. 35 g Unterhefe H in 10 
baw. 14 Liter der iiblichen Nahrlésung eingeimpft. Entwicklungs- 
dauer 6 Tage bei einer 'emperatur von 26°. 

Die Hefenernten aus den beiden Ansitzen wurden ver- 
elnigt und gemeinsam untersucht. 

60 g Hefe (Trockengewicht 27,5°/,) vermehrten sich auf 
271,8 g vom Trockengewicht 28,6°/,. Die Trockengewichts- 
zunahme, von 16,5 auf 77,8 g, entspricht einer Zunahme auf 
das etwa 5 fache. 

Stickstoffgleichgewicht. — Die Hydrolysen wurden 
gleichzeitig und gleich lang mit Ausgangshefe und Koprohefe 
ausgefiihrt. Es wurden 10g Hefe mit 50 ccm konz. HCl 8 bis 
10 Stunden iiber freier Flamme am RiickfluBkiibler gekocht. 
Die Hydrolysate wurden nach Abdampfen der Salzsiiure im 
Vakuum und Abstumpfen mit Natriumacetat auf 300 ccm ver- 
diinnt; dann wurde ohne vorheriges Vertreiben des Ammoniaks 
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im v. Slyke-Apparat der Amino-N bestimmt, in Proben von 
je 1,938 ccm. 

Die Zahlen in der folgenden Tabelle sind berechnet auf 
1 g Trockensubstanz. 


= 




















Stickstoff Ausgangshefe | Koprohefe 
Gesamt-N ..... 75,0 67,4 
Amino-N vor Hydrolyse 9,9 8,6 
Amino-N nach . 46,7 45,9 
Peptid-N. . ... . 36,8 37,3 
RingN . 2... 28,3 21,5 

Berechnet auf Gesamt-N = 100 
Gesamt-N  . . . . 100,0 100,0 
Amino-N ; 18,2 12,7 
Peptid-N . . “4 49,1 55,3 
Ring-N rey 37,7 31,9 








Saccharasebestimmung. 


r 


I. Ausgangshefe. Die Suspension enthielt 2 g Hefe vom Trocken- 
gewicht 27,5°/, in 100 eem Toluolwasser. 

II. Kopro-H-Hefe. 2 ¢ Hefe, Trockengewicht 28,6°/, suspendiert in 
{00 cem toluolgesittigtem Wasser. 











Minuten 


Drehung 











i+ 104 If (25°) ; 

an? 3,18 _ 

64 0,63 63,0 

90 —0,11 73,0 [- 0,32 

120 — 0,50 74,4 
I. 4, 3,18 wee 

21 1,57 99,8 

45 0,26 113,8 0,53 

51 —0,04 122,6 


Prifung auf Porphyrin und Cytochrom. 





In 83mm Schicht war der Streifen c des Cytochroms bei 
etwa 550 sehr deutlich sichtbar und ebenso der eng benach- 
barte Streifen bei563. Verglichen mit gew6hnlicher Unterhefe H 
war die Stiirke der Absorption bei Koprohefe nicht schwicher, 
eher gréBer. 
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Auch ein Extrakt mit starker KOH gab den von Keilin 
beobachteten Spektralbefund. 

Der frisch bervitete Pyridinextrakt aus 5 g Hefe war 
rétlich gefarbt und zeigte im Spektroskop sowohl deutlich den 
Koproporphyrinstreifen im Rot bei 622, als auch die von Anson 
und Mirsky beschriebenen Himochromogenstreifen, besonders 
den Hauptstreifen bei etwa 556. Der Streifen bei 622 ver- 
schwand nicht nach Zugabe von Hydrazinhydrat. 

Zur Koproporphyrinbestimmung wurden 2 mal je 10 g der 
getrockneten Hefe’), ‘Trockengewicht 91,4°/,, quantitativ mit His- 
essig—Ather extrahiert und in guter Ubereinstimmung der Ge- 
halt mit 0,127 bzw. 0,122 mg ermittelt, wobei gleiche Arbeits- 
weise eingehalten wurde. 

Spektroskopisch lie8 sich nur Koproporphyrin nachweisen, 
wie aus den spektroskopischen Befunden hervorgeht. 

In Ather: I. 623. In 5°/,iger HCl: I. 593. 

Im Restither minimale Spuren von Kupfersalz I. 561. 

Die bei den folgenden Versuchen mit H-Hefe angewandten 
Ziichtungsbedingungen wurden schon in der I. Mitteilung?) 
beschrieben, ebenso das Verhalten dieser Hefe in bezug auf 
Zymase—Co-Zymase und das Oxydoreduktionssystem sowie auf 
den Glykogengehalt vor und nach der Behandlung. Hier geben 
wir nur die Resultate iiber die Saccharaseanreicherung und 
den Gehalt an Porphyrin und die Feststellung von Cytochrom 
wieder. 

Versuch 4 mit Kopro-H-Hefe. 

(Vgl. Versuche If der I. Mitteilung S. 8309—314, Versuch 1). 

Der Gehalt an Saccharase in der Ausgangs- bzw. Kopro- 
hefe ist aus der folgenden T'abelle zu entnehmen. 


Saccharasebestimmung. 


I. Ausgangshefe. Die Suspension enthielt 2g Unterhefe H vom 
Trockengewicht 23,9°/, in 100 cem toluolgesittigtem Wasser. 





1) Die Trockenpriiparate wurden vor der Extraktion mit der 17/,- 
bis 2fachen Menge Wasser versetzt. 
2) Euler, Fink u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 158, S. 308 (1926). 
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II. Kopro-H-Hefe. Die Suspension enthielt 2g Kopro-H-Hefe, 
Trockengewicht 27,5°/,, in 100 cem toluolgesittigtem Wasser. 

















Minuten Drehung k-10* If (25°) 
I 4, 3,18 a 
30 2,05 45,4 
61 0,97 52,8 0,32 
105 —0,12 63,0 
mu. 3,18 -— 
30 0,63 133,7 
60 — 0,57 158,7 0,67 











Prifung auf Cytochrom—Porphyrin. 


Auch hier war in etwa 3mm Schicht sehr deutlich der 
Hauptstreifen c (550) von Cytochrom und der eng benachbarte 
Streifen im Griin 563 zu sehen. Im Vergleich mit Bierhefe 
in gleicher Schicht schien die Absorption bei der geziichteten 
Hefe eher etwas stirker. 

5 g dieser Hefe wurden mit 20 ccm Pyridin extrahiert und 
rasch filtriert. Gleichzeitig wurde ein Pyridinauszug aus gewohn- 
licher Unterhefe bereitet. Die Lésung aus Koprohefe war deutlich 
rotlich gefiirbt. Die aus Bierhefe gelbbraun. Diese Rotfirbung des 
Pyridinextraktes und das Porphyrinspektrum aus porphyrinreichen 
Hefen haben schon Fischer und Hilmer!?) bei Verarbeitung 
einer Reinkultur von Saccharomyces anamensis beobachtet. 

Wir konnten feststellen, daB diese Rotfarbung beim Stehen 
an der Luft verschwindet bzw. in die gelbbraune Farbung des 
Bierhefenextraktes iibergeht. 

Am Spektroskop zeigte der Auszug aus Koprohefe gleich 
nach dem Filtrieren sehr deutlich in 10 cm Schicht den Kopro- 
porphyrinstreifen bei 622, wahrend er beim Extrakt aus Unter- 
hefe fehlte. Zusatz von Hydrazinhydrat anderte nichts an 
seiner Lage. Sehr deutlich waren in beiden Fallen die von 
Anson und Mirsky zuerst beobachteten Hamochromogen- 
streifen zu sehen, am intensivsten der bei 556. Dieser Streifen 
war in beiden Fallen annihernd gleich stark und nahm an 


1) Fischer u. Hilmer, Diese Zs. Bd. 153, 8. 193 (1925). 
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Intensitit am raschesten ab, was schon von Auson und Mirsky 
beobachtet worden ist. Nach einiger Zeit konnte bei den 
Proben ohne Hydrazinhydrat dann noch das Auftreten eines 
breiten verwaschenen Streifens im Dunkelrot (Maximum etwa 
659) beobachtet werden. Wihrend jedoch bald im Extrakt 
aus gewohnlicher Hefe das ganze Spektrum verschwunden war, 
konnte in dem aus Koprohefe noch dem nichsten ‘lag das 
Porphyrinspektrum mit groBer Deutlichkeit festgestellt werden. 
Die Maxima der deutlichsten Streifen lagen bei [. 622; ILI. 567; 
IY. 532. Streifen I] war undeutlich und verwaschen. 

Der Pyridinextrakt aus Koprohefe wurde am nichsten Tag 
mit Kisessig angesiiuert und Ather zugesetzt, dann mit Wasser 
entmischt und gewaschen, schlieBlich dem Ather das Porphyrin 
mit 5°/,iger Salzsiiure entzogen und nach Abstumpfen der 
Siiure mit Natriumacetat in neuen Ather getrieben. Spektrum 
des deutlich rotgefirbten Athers: 1.623. In 5°/, iger HCI: 1.593. 

Der mit 5°/, iger Salzsiiure extrahierte Restiither gab nach 
dem Eindampfen und Aufnehmen mit Pyridin und Hydrazin- 
hydrat kein Spektrum. Der Riickstand war griinlich gefarbt. 

Aus dem Pyridinauszug von 5g JBrauereihefe lieB sich 
kein Porphyrin in den Ather iiberfiihren. 

Die quantitative Porphyrinbestimmung wurde mit 30g 
frischer Koprohefe unter Anwendung des Kisessig—Athers durch- 
gefiihrt. Der colorimetrische Vergleich ergab 0,23 mg Kopro- 
porphyrin. Spiiter wurde nochmals der Gehalt in 10 ¢ luft- 
trockner Hefe (Trockengewicht 92,4°/,) von diesem Versuch mit 
0,18 mg Porphyrin ermittelt. Spektroskopisch konnte nur Kopro- 
porphyrin beobachtet werden. 

In Ather: I. 623. In 5°, iger HCl: I. 592. 

In einem Parallelversuch, bei dem die Ziichtung unter 
soust gleichen Bedingungen, aber in eisenhaltigem Brunnen- 
wasser statt in destilliertem Wasser durchgefiihrt worden war, 
war das Untersuchungsergebnis im wesentlichen dasselbe. Uber 
das Verhalten dieser Hefe in bezug auf Zymase—Co-Zymase 
wurde schon in der I. Mitteilung berichtet (S. 314). 

Auch hier waren die Cytochromstreifen 2 und c in der 
trischen Hefe zwischen Objektglisern deutlich sichtbar. 


Hioppe-Seyier’s Zeitschrift tf. physie!l. Chemie. CLXIL. 20 
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Der Pyridinextrakt aus 5 g Hefe war noch starker rot 
gefirbt, und der Hauptstreifen bei etwa 557 war intensiver 
als beim vorigen Versuch. Doch war auch hier gleich nach 
der Filtration der Porphyrinstreifen bei 622 sichtbar. (Aller- 
dings trat nach Zugabe von Hydrazinhydrat starke Triibung 
auf, nach deren Beseitigung das Spektrum stark geschwiicht 
war, und der Streifen in Rot 622 nicht mehr sicher erkannt 
werden konnte.) 

Zur colorimetrischen Porphyrinbestimmung wurden 10 g 
der getrockneten Hefe (Trockengewicht 92,2°/,) erschépfend mit 
Kisessig—Ather extrahiert und der Koproporphyringehalt mit 
0,10 mg ermittelt. 

In 5°/,iger HCl: I. 593. In Ather: I. 623. 

Der Porphyringehalt in der zu diesen Versuchen benutzten 
H-Hefe war sehr gering. Selbst aus 50 g Unterhefe konnten 
wir nicht geniigend Farbstoff erhalten, um im Colorimeter eine 
Bestimmung durchzufiihren. Die Salzsiurelésung war kaum 
angefiirbt, und nur am Spektroskop konnte das Saurespektrum 
wahrgenommen werden: I. 593. Nach Ubertreiben in Ather 
mit Natriumacetat: I. 623. 

Um in unserer Unterhefe H den Porphyringehalt zu er- 
mitteln, muBten gréBere Mengen verarbeitet werden, wie das 
weiter unten beschrieben wird. 


Versuch 5 mit Unterhefe H. 


Die Ziichtungsbedingungen und das Verhalten dieser 
Hefen in bezug auf Zymase—Co-Zymase, auf das der Haupt- 
wert gelegt wurde, wurde schon in der I. Mitteilung beschrieben 
(I. Mitteilung S. 314—320, Versuch 2). 

Bestimmt wurde noch bei Versuch a der Saccharasegehalt 
vor und nach der Vorbehandlung. Wie aus der Tabelle zu 
entnehmen ist, war in Ubereinstimmung mit Versuch 3 und 4 
die Anreicherung an diesem Enzym eine 2—3fache. 


Saccharasebestimmung. 


I. Ausgangshefe. Suspension enthielt 2 g H-Hefe. Trockengewicht 
25,2°', in 100 eem Toluolwasser. 
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II. Kopro-H-Hefe. 2g vom Trockgewicht 29,2°/, in 100 cem 
Toluolwasser. 





Minuten | Drehung k-10* | If (25°) 
I. "lg 3,18 — wit 
30 1,90 52,2 0,33 
60 + 0,79 60,6 = 
Il. Ys 3,18 — — 
42 0,28 121 _ 
64 — 0,48 137 0,54 














AuBer den enzymatischen Priifungen konnte mit den 
frischen Hefen die spektroskopische Untersuchung auf Cyto- 
chrom lediglich zwischen Objektglisern ausgefiihrt werden. 
Nur bei Hefe a wurde auch ein Pyridinextrakt bereitet. 

Die quantitative Porphyrinbestimmung wurde in den ge- 
trockneten Hefen durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde die Por- 
phyrinfraktion stets spektrometrisch identifiziert. Es lag in 
allen Fallen nur Koproporphyrin vor. 

Versuch a, bei dem der Zucker vollstindig vergoren 
wurde. 

Die Cytochromstreifen im Griin waren am Taschenspektro- 
skop in 3 mm Hefenschicht deutlich sichtbar, jedoch im Ver- 
gleich mit Unterhefe etwas schwacher. In dem schwach rot- 
gefirbten Pyridinextrakt aus 5g abgepreBter Hefe war der 
Koproporphyrinstreifen 622 als schwacher Schatten sichtbar, 
daneben deutlich die Himochromogenstreifen 585 und 530, 
besonders das Hauptband bei 556. Nach Zugabe von Hy- 
drazinhydrat bleibt der Streifen 622 stehen. Himochro- 
mogen 556. 

Beim Vergleich der Intensititen zwischen Koprohefen- und 
Unterhefenextrakt erschien bei letzterem die Absorption bei 
556 stirker zu sein. 

Durch Einengen der Pyridinausziige im Vakuum und Auf- 
nehmen mit Hisessig-Ather konnte bei Koprohefe im ge- 
waschenen Ather das Porphyrinspektrum erkannt werden, 
I. 622, nicht aber bei Unterhefe. 

20" 
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Zur quantitativen Porphyrinbestimmung wurden 10 2 
‘l'rockenhefe (Trockengewicht 91,2°/,) in Eisessig—Ather extra- 
hiert. Die Lésung des Porphyrins in 5°/,iger HCl war aber 
fiir die colorimetrische Bestimmung zu _ schwach, weshal| 
weitere 10 g untersucht wurden. Die vereinigten Farblisungen 
gaben 0,055 Koproporphyrin. 

In 5°/,iger HCl I. 593 
In Ather. . . I. 628. 

Im Restiither konnte nach dem EKinengen Cu-Salz beo)- 
achtet werden, in 10 cm Schicht 560. 

Versuch b, bei dem die Girung nach 48 Stunden ab- 
gebrochen wurde. Cytochrom war deutlich in 3 mm-Schicht 
zu erkennen. 

Aus 20 ¢ Trockenhefe (Trockengewicht 89,8°),) erzielten 
wir 0,140 mg Koproporphyrin. 

In Ather. . . I. 623 
In 5°, iger HCl J. 5938. 

Im Restiither nichts am Spektroskop zu sehen. 

Versuch c. In der zwischen 14 und 18° geziichteten 
Koprohefe war ebenfalls Cytochrom nachweisbar. Die ver- 
einigten Porphyrinextrakte aus 2 mal 10g Trockenhefe (‘T'rocken- 
gewicht 93,5°/,) enthielten nur 0,036 mg Koproporphyrin. 

In Ather . . . . I. 628 
In 5°/,iger Salzsiiure I. 593. 

Restiither ohne besondere Absorption.in 10 cm Schicht. 

Versuch d. Die in Bierwiirze weiter geziichtete Kopro- 
hefe ergab einen Koproporphyringehalt von 0,140 mg in 20 g 
‘Trockenhefe (‘Trockengewicht 90°/)). 

In Ather . . . . I. 623 
In 5°/j,iger Salzsiiure I. 593. 

Der Restiither gab kein Spektrum. 

Die Cytochromstreifen waren in 3mm Schicht deutlich 
sichtbar. 


Versuch 6 mit Unterhefe H. 
Wahrend wir bei allen bisherigen Versuchen in den vor- 
behandelten Hefen nur Koproporphyrin beobachten konnten, 
trafen wir bei dem folgenden Versuche auch Kiimmerers 
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Porphyrin neben Koproporphyrin an. Dies ist von Wichtig- 
keit deshalb, weil Fischer und Fink?) schon vor einiger Zeit 
iber denselben Befund bei zwei Koprokulturen  berichtet 
haben, der sich aber bisher nicht hat reproduzieren lassen. 
Hier konnten wir sowohl mit Kisessig—Ather wie durch Ex- 
traktion der Hefe mit Pyridin und Uberfiithren des Porphyrins 
in Ather sehr deutlich beide Farbstoffe spektroskopisch nach- 
weisen. 

Da wir die Hete nur zur Priifung der colometrischen 
Methode ziichteten, wurde leider die Versuchstemperatur nicht 

genau iiberwacht, auch wurde die Nihrlésung nicht luft- 
‘rel gekocht. 

35 ¢ Unterhefe H vermehrten sich in 14 Liter Lésung bei 
25—29° in 6 Tagen auf 150 g. 

Von Cytochrom waren in der Koprohete die eng benach- 
harten Streifen 4 und c in Griin und Streifen d als verwaschener 
Schatten in 3 mm-Schicht erkennbar. 

Die Menge des aus 60 g Hefe mit Hisessig—Ather extra- 
jierten Porphyrins betrug 0,188 mg. Aus 380 ¢ erhielten wir 
nach dem Trocknen 0,088 mg. 

Beim Spektroskopieren der Atherlésung fiel sofort der 
Doppelstreifen im Rot auf, wie er fiir das Gemisch aus 
Kimmerers Porphyrin und Koproporphyrin typisch 
ist. [. 632. Ta, 622. Ja war deutlicher. 

Die Maxima der anderen Streifen lagen bei 11.577, Il]. 567 
IV. 530, V. 596. 


b 


In 5°/,iger Salzsdiure 1. 593. 

Im Restither waren geringe Mengen Cn-Salz feststellbar, 
1. 560. 

In Erganzung der Porphyrinbestimmung aus den 60g 
Hlefe mit der Kisessig—Athermethode sollte noch ermittelt wer- 
den, wieviel Farbstoff mit Pyridin aus derselben Hefe extra- 
hierbar ist. 30 ¢ wurden 2mal mit je 30 ccm Pyridin be- 
handelt und abgesaugt. Bei der spektroskopischen Beobach- 


’ Fischer u. Fink, Diese Zs. Bd. 144, S. 116 (1925). 
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tung in 20 cm Schicht waren die Hamochromogenstreifen nicht 
mehr vorhanden, nur noch sehr deutlich das Porphyrinspektrun 
mit den Maxima der Streifen bei I, 621 (IL. undeutlich), ITI. 
567, IV. 534, V. beginnt bei 512 und geht in die End- 
absorption iiber. 

Das Pyridin wurde zum Teil verdampft und mit reichlich 
Kisessig und Ather versetzt und nach dem Entmischen de: 
Ather gewaschen. Die Waschwiisser wurden nochmals aus- 
geiithert und aus den vereinigten Athermengen das Porphyrin 
mit 5°/,iger Salzsiure entzogen. Nach Ubertreiben desselbex 
in Ather mit Natriumacetat war wieder mit groBer Deutlich- 
keit der Doppelstreifen im Rot vorhanden, der das Vor- 
kommen von Kimmerers Porphyrin neben Koproporphyrin 
bestitigte. I. 632, Ia. 622. Ia. war deutlicher. 

Die colorimetrische Messung ergab 0,066 mg Porphyrin 
fiir 30g Hefe. Eine bessere Ubereinstimmung war nicht zu 
erwarten, da bei der Uberfiithrung aus Pyridin in Ather Ver- 
luste nicht zu vermeiden waren infolge der gréBeren Verdiin- 
nung und der gréBeren Menge von Waschwasser. Als Grund 
fir das Auftreten von Kimmerers Porphyrin kann in Be- 
tracht gezogen werden, daf infolge teilweiser Autolyse aus 
Cytochrom dieser Farbstoft gebildet wird, denn bei der Ver- 
arbeitung autolysierter Hefe wurde von Fischer und Mit- 
arbeitern mit ziemlicher RegelmaBigkeit auBer Koproporphyriu 
noch Kiammerers}) Porphyrin beobachtet. Auch aus Schumms? 
Arbeiten geht hervor, da dieses Porphyrin (a@-Porphyroidin 
Schumms) der aus Hefe abscheidbaren Kisenkomplexverbin- 
dung (Hefeporphyratin nach Schumm) zugrunde liegt. 

Es war deshalb naheliegend, daf sich das Vorkommer 
beider Porphyrine dadurch regelmiBig bei Koprokulturen er- 
zielen lift, wenn die Zuckergirung bei Bedingungen durchgefiihrt 
wird, bei denen teilweise Autolyse der Hefe eintreten kann. 
In einer Koprokultur*), die bei 35° ausgefiihrt wurde, konnte» 


1) Fischer u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 153, S. 167 (1925). 
*) Schumm, Diese Zs. Bd. 154, S. 172 (1926). 
*) Die Ausgangshefe war dieselbe wie fiir Versuchsreihe 5. 
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wir aber nur Koproporphyrin nach der Hisessig—Athermethode 
finden. Merkwiirdigerweise erhielten wir aus 30 g Koprohefe 
yon Versuch 4 (mit Leitungswasser), in der frisch verarbeitet 
Koproporphyrin und Cytochrom nachgewiesen worden waren, 
nach Autolyse bei 50° keinen Befund fir Kiimmerers Por- 
phyrin. Beide Versuche sollen wiederholt werden; sie waren 
nicht ganz beweisend, da freies Porphyrin teilweise in Cu- bzw. 
Zn-Komplexsalz I. 560 iibergegangen war, wodurch sich leicht 
Kammerers Porphyrin dem Nachweis entzogen haben kann; 
denn die Komplexsalze beider Porphyrine sind spektroskopisch 
fast identisch. Fir die Kntkupferung war aber zu wenig 
Material vorhanden. 


Krystallisation von Koproporphyrin aus Hefe. 


Die vereinigten Porphyrinlésungen eines Teiles unserer 
Versuche wurden nachtriglich zur Isolierung des Farbstoffes 
benutzt. Leider waren aber starke Verluste durch Komplex- 
salzbildung infolge Aufbewahrens in Jenaer Glas (Zn!) ein- 
getreten. Das noch vorhandene freie Porphyrin holten wir 
aus dem Gemisch in Ather mit 5°/,iger Salzsiure heraus und 
trieben es aus dieser mit Natriumacetat in neuen Ather. Die 
weitere Isolierung geschah nach der Methode von Fischer!) 
durch Uberfiihrung in den Tetramethylester, den wir in Nadel- 
biischeln krystallisiert erhielten. 


Porphyrinbestimmung in Unterhefe H. 


500 g gewaschene, auf der Nutsche abgesaugte Unterhefe H 
wurden 2 Tage mit 1 Liter EKisessig geschiittelt. Nach dem 
Filtrieren wurde der Heferiickstand nochmals mit 1 Liter 
Kisessig behandelt, filtriert und die vereinigten Filtrate im 
Vakuum auf 1/, Liter eingeengt. Dann mischten wir mit 
reichlich Ather, fiigten nach einiger Zeit so viel Wasser zu, 
daB Entmischung eintrat und schiittelten den Ather nach Ab- 
lassen der unteren Schicht noch 3mal mit Wasser durch. Um 


') H. Fischer, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915). 
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alles Porphyrin zu tassen, wurden die gesammelten Wasch- 
wisser nochmals ausgeiithert. Die weitere Isolierung und 
Reinigung geschah wie gewodhnlich. ‘Trotzdem bestand noc) 
eine kleine Ditferenz im Farbton zwischen der Lésung aus 
Hefe und dem Standard. In den 500 g abgepreBter Hefe 
waren 0,089—0,095 mg Koproporphyrin feststellbar. 

Die spektroskopischen Zahlen im Ather I. 623 und i 


5°/iger Salzsiure I. 593, sprachen fiir Koproporphyrin. 


J 


Zusammenfassung. 


Was die Anreicherung der Saccharase betrifft, so ver- 
salten sich Oberhefe und Unterhefen verschieden bei der Por- 
»hyrin-Vorbehandlung. Bei ersterer hatte in einem Versuch 
die Saccharasemenge stark abgenommen. Bei Unterhefe da- 
gegen konnte in mehreren Versuchen eine Steigerung auf das 
2—3fache beobachtet werden. Ein enger Zusammenhang 
zwischen beiden Vorgiingen, Saccharase- und Porphyrin-An- 
reicherung scheint nicht zu bestehen, denn auch bei friiheren 
Versuchen ‘) war bei 5facher Saccharase-Anreicherung Kopro- 
porphyrin nicht deutlich vermehrt. 

Dab Glykogenspeicherung eintreten wiirde, war bei den 
hohen Zuckergehalt der Nihrlésung, der geringen Aussaat an 
Hefe, sowie den anaeroben Ziichtungsbedingungen zu erwarten. 
Die Glykogenzunahme war fiir Unter- und Oberhefe etwa 
sleich grob. 

Uber die bemerkenswerte Tatsache, daB die Co-Enzyme 
nach dem Trocknen aus der Koprohefe nicht mehr auswasch- 
bar sind, wurde schon in der ersten Mitteilung berichtet. 
Weiterhin wurde festgestellt, daB nach ,Regeneration“ der 
Koprohefe in Bierwirze sich zum Teil wieder der normale 
Zustand herstellt; das Co-Enzym wird wieder an das Wasch- 
wasser abgegeben. Kin analoges Verhalten haben auch H.Fischer 
und Hilmer?’) beziiglich des Vorkommens von Koproporpbyrin 


Suler, Josephson u. Fink, Diese Zs. Bd. 154, S. 310 (1926). 


i S. 
Fischer u. Hilmer, Diese Zs. Bd. 153, 8. 196 (1925). 
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baw. Hamin in der Hefe beobachtet: ,Mit Sicherheit wird 
iede Hefe bei Fortziichtung in porphyrinfreiem Nihrboden... 
‘n spatestens der 4. Kultur in ,koprohefe‘ verwandelt.“  .,Ziichtet 
man Koprohefe dann in Bierwiirze fort, so tritt im wesent- 
lichen wieder in bezug auf Himin jnormale‘ Hefe auf.“ Bis 
etzt liegen allerdings noch keine Anhaltspunkte fiir einen 
direkten Zusammenhang von Koproporhyrin und Co - Zymase 
Co-Reduktase) vor. Aus Versuch 4d schlieBen wir jedoch, 
lab auch die Riickverwandlung in eine beziiglich des Hamins 
uormale Hefe sich nicht in einer einzigen Kultur vollzieht, 
lenn der Gehalt an Koproporphyrin war noch relativ hoch. 
in dieser Hinsicht sind noch weitere quantitative Versuche 
iotwendig. 

Was den Gehalt der beschriebenen Koprohefen an (mit 
Hisessig—Ather extrahierbarem) Koproporphyrin betrifft, so 
inden wir fiir 30¢ frische Hefe bzw. 10g Trockenhefe durch 
olorimetrische Bestimmungen Werte zwischen 0,06mg und 
0,25 mg. Dies sind aber keine Héchstwerte, denn Fischer 
and Fink!) ermittelten in einem Versuch den Farbstoffgehalt 
von 14,5¢ Koprohefe mit 0,21 mg auf spektralphotometrischem 
Wege. Diese Hefe enthielt also annihernd doppelt so viel 
Porphyrin und aus 142 ¢ einer Reinkultur von Saccharomyces 
anamensis gelang ihnen die Isolierung von krystallisiertem 
“ster. 

In der Stockholmer Unterhefe H, die wir fast bei allen 
Versuchen angewandt haben, ist dagegen nur wenig freies Por- 
phyrin nachweisbar. Bei der Verarbeitung von 500g erhielten 

a wir nur etwa 0,1 mg. 

Die Anreicherung an Koproporphyrin im der Hefe 
ei der Fortziichtung unter den eingehaltenen Bedingungen war 
also betrichtlich, sie war eine 10—30fache gegeniiber der 
Ausgangshefe. 

F AuBerdem beobachteten wir in den Koproheten auch noch 
) die Cytochromstreifen in stirkerem oder schwicherem Grade. 


) Fischer u. Fink, Diese Zs. Bd. 144, $.122 (1925); Bd. 150, 
S, 255 (1925). 
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Schumm!) nimmt an, da’ der Hamochromogengehalt de: 
von ihm gepriiften Hefen ungefihr dem einer 0,1°/,igen Blut- 
lésung entsprechend sei. Somit wiirden 100g Hefe 0,1 ccm 
Menschenblut entsprechen, dessen Himochromogengehalt mit 
etwa 0,56 mg anzusetzen ist. Der colorimetrisch bestimmte 
Porphyringehalt liegt fiir 100g unserer Koprohefen zwische 
0,2 und 0,75 mg. 

Der Gehalt normaler Hefen an mit Pyridin extrahier- 
barem Himochromogen nach Schumms Schatzung, und dei- 
jenige der Porphyrinhefen an direkt mit Hisessig—Ather extra- 
hierbarem freiem Koproporphyrin, ist also annihernd von der- 
selben GréBenordnung. 

In den Pyridinextrakten aus stark porphyrinreichen Hefe: 
waren aber auger den Koproporhyrinstreifen immer auct 
wechselnde Mengen von Himochromogen nachweisbar, die, 
aus der Intensitiit der Absorptionsstreifen zu schlieBen, kaum 
hinter denen der Ausgangshefen zuriickstanden. Diese Tat- 
sache, sowie die haufig auffallende rotstichige Fiirbung de: 
Pyridinausziige aus Koprohefen kénnten eventuell so gedeutet 
werden, daB Koprohefen mehr Pyrrolfarbstoffe insgesamt (freies 
Konvroporphyrin + Himochromogen), berechnet auf Pyrrol, ent- 
halten, als gewohnliche Hefen. 

Es miiBte etwa sein (?), da8 Koprohefe in der Zelle neber 
wenig fertig gebildetem Koproporphyrin ein iiuBerst labiles 
EKisenkomplexsalz (Koprohimin) enthilt, das mit dem Hiimo- 
chromogen aus gewoéhnlicher Hefe spektroskopisch identiscl: 
wire und das schon in Pyridinlésung in Koproporphyrin 
unter Verlust des Kisens zerfallt, wahrend das Himochromogen 
aus normaler Hefe unter diesen Bedingungen in bisher noc}: 
nicht bekannte Bestandteile zerfillt. 

Unerklirt ist auch noch immer das Schwanken der Por- 
phyrinausbeuten bei Hefen, die wir unter weitgehend analoge: 
Bedingungen geztichtet haben, ja sogar bei Verwendung der- 
selben Ausgangshefen. Diese Variationen erschweren die Aus- 
wertung der Resultate auBerordentlich, und gestatten noch 


) Schumm, Diese Zs. Bd. 150, S. 281 (1925). 
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nicht, aus Versuch 4 den SchluB zu ziehen, daf hier der 
Kisengehalt des Leitungswassers die gegeniiber dem analogen 
Versuch mit destilliertem Wasser niedrigere Ausbeute an 
Koproporphyrin veranlaBt habe. Immerhin ist es im hohen 
Grad wahrscheinlich, daB der Gehalt an Eisen oder anderen 
Metallspuren, deren Bedeutung wir durch die Versuche von 
Jertrand und von Javillier kennen, die Konzentration der 
hier in Rede stehenden Stoffe wesentlich mitbestimmt, und 
von diesem Gesichtspunkt aus sind auch Versuche mit in 
eisenhaltigen Lisungen geziichteten Hefen bereits im Gange. 

Die Anderungen im Stickstoffgleichgewicht wurden schon 
bei den Versuchen mit Oberhefe besprochen. Unsere Unter- 
hefe H zeigte in dieser Hinsicht ein ihnliches Verhalten bei 
der Porphyrinvorbehandlung. Die in der Kinleitung erwihnte 
Ansicht H. Fischers, daB die Porphyrinanreicherung durch 
unzweckmiBige Ernihrung der Hefe verursacht sei, kann nun 
dahin priazisiert werden, daB die ausschlieBliche Zufuhr von 
Stickstoff in einer einzigen Form -- die Nahrlésung enthielt 
nur Harnstoff als Stickstoffquelle — die Porphyrinbildung be- 
einfluBt, Was den Kohlehydratstoffwechsel betrifft, so konnten 
wir bisher keine Anzeichen fiir Untererniihrung finden. 

Die Besprechung der Frage, ob eine Beziehung besteht 
zwischen Cytochrom- bzw. Porphyrinbildung und der Art der 
N-Ernihrung behalten wir uns vor bis der Nachweis erbracht 
ist, daB im Cytochrom tatsichlich der Eisenpyrrolkomplex 
dhnlich wie im Himoglobin an eine KiweiSkomponente ge- 
bunden ist. 

Kine weitere Aufklarung iiber die Ursachen der Porphyrin- 
bildung erwarten wir aus Versuchen, iiber die Beziehungen 
zwischen Co-Knzym und Cytochrom- bzw. Koproporphyrin, 
sowie tiber das Verhalten der Wachstumsfaktoren ‘LD und Z) 
und Vitamine bei anaerober Hefeziichtung in Zuckerlésung. 


Dem International Education Board (Rockefeller-Stiftung) 
sprechen wir auch hier unseren warmen Dank aus fiir das 
Stipendium, durch welches diese Untersuchung ermiglicht wurde. 





































Uber das Verhalten von 2,5-Dioxo-piperazinen 
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In neuerer Zeit ist 1m vermehrtem MaBe von _ verschi 


denen Gesichtspunkten aus die Frage erértert worden, ob dic 
Proteine in ihrer Gesamtheit als Verbindungen aufgefai. 
werden kénnen, in denen Aminosiuren siiureamidartig unter- 
einander verkniipft sind, mit anderen Worten, ob die EKiwei!- 
stoffe hochmolekulare Polypeptide im Sinne Emil Fischer: 
und Franz Hofmeisters darstellen, oder aber ob aunfer- 
dem noch andere Bindungsarten zu_ beriicksichtigen sini. 
Herner trat die Frage in den Vordergrund des Interesses, 0 
siureamidartig verkettete Aminosiuren in sich zu Anhydride: 
und diese Komplexe weiterhin mit Aminosiiuren bzw. Poly- 
peptidketten vereinigt sind. Jede Anschauung iiber eine li 
stimmte Konstitution der Proteine mab an Hand biolog: 
scher Untersuchungen gepriift werden. Wir wissen, daB eine 
groBe Reihe von Proteinen durch die zugehérigen Fermente 
bis zu Aminosiiuren abgebaut werden. Ferner ist uns be- 
kannt, daB solche Proteine, nachdem sie im Magendarmkan:! 
in ihre Bausteine zerlegt sind, im Zellstoffwechsel in gan, 
charakteristischer Weise zerlegt werden. Als Stoffwechselend- 
produkte kommen im wesentlichen Kohlensiiure, Wasser un 
Harnstoff in Betracht. Der letztere ist bekanntlich bei den 
Reptilien und Végeln durch Harnsaure ersetzt. Nun ist be- 
kannt, daB es zahlreiche EiweiBarten gibt, die der Verdauung 
widerstehen, bzw. auBerordentlich schwer angreifbar sind. 
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Dieser Klasse von Proteinen — Proteinoide genannt — diirfte 
ohne Zweifel in wesentlichen Punkten eine andere Struktur 
mukommen als jenen Proteinen, die der Kinwirkung von Pepsin 
und Trypsin leicht unterliegen. Der Umstand, da nach allen 
unseren Kenntnissen Pepsinsalzsiure die Proteine in anderer 
Weise aufspaltet als Trypsin und ferner neben dem letzteren 
“erment noch Krepsin unterschieden werden kann, das Poly- 
peptide in Aminosiiuren spaltet, weist ganz allgemein darauf 
n, daB auch die leicht verdaulichen Proteine in ihrer Kon- 
stitution irgendeine Besonderheit haben miissen, die sie von 
offenen Polypeptidketten unterscheidet. Es wire sonst nicht 
recht verstiindlich, weshalb mehrere Fermente bekannt sind, 
die am Abbau von Eiweif teilnehmen. 
Es spricht manches dafir, daB bei den Proteinoiden 
2,5-Dioxo-piperazine oder diesen Ringsystemen nahe stehende 
Verbindungen enthalten sind. Wie diese unter sich vereinigt 


. - 


mM 
ba 


— 


sind, und in welchem AusmaBe sie vorkommen, ist zurzeit im 
liesigen Institut Gegenstand eingehender Untersuchungen. 
Manche Beobachtungen haben die Méglichkeit eréffnet, 
laB auch in jenen Eiweifstoffen, die leicht verdaut werden, 
Komplexe enthalten sind, die in Beziehung zu 2,5-Dioxo- 
piperazinen stehen. Wir haben uns die Aufgabe gestellt, 
2 5-Dioxo-piperazine in ihrem Verhalten im tierischen Orga- 
nismus bei erfolgter Zufiihrung per os zu verfolgen. Diese 
Untersuchungen schlieBen sich an friiher mitgeteilte Beob- 
achtungen tiber das Verhalten von Glycinanhydrid, d,l-Alanin- 
anhydrid, Serinanhydrid!) und d,l-Leucyl-glycinanhydrid?) an. 
Unsere Versuche umfassen d,1-Leucyl-glycinanhydrid und Glycyl- 
d-alaninanhydrid, und zwar wurde das erstere durch Erhitzen 
mit Diphenylamin bzw. Anilin in die Knolform tbergefiihrt.*) 


1) Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd 55, S. 384 (1908). 
*) Emil Abderhalden u. L. Wacker, Diese Zs. Bd. 57, 8. 325 


(1908). 

— @ 5) Emil Abderhalden u. Erich Schwab, Diese Zs. Bd. 149, 
ng — 38.100 (1925); Bd. 153, S. 83 (1926); vgl. auch Bd. 157, 140 (1926): 
rd. Bd. 158, S. 66 (1926). — Emil Abderhalden u. Fritz Gebelein, 


ebenda Bd. 152, S. 125 (1926). 
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Bemerkt sei, da bei der Feststellung der Entfirbung von soda- 
alkalischer Permanganatlésung mit peinlichster Sorgfalt dafiir 
gesorgt werden mu, daB jede Spur von Diphenylamin entfernt 
wird. Ebenso muB der Anstellung der Xanthoproteinprobe 
eine griindliche Reinigung der Verbindung vorausgehen. Das 
verfitterte d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurde zu etw: 
4). der verabreichten Menge im Harn wiedergefunden. 
Wir konnten das Anhydrid zum erstenmal 1 Stunde und 
20 Minuten nach seiner Verfiitterung im Blute nachweisen. 
Die héchste Konzentration an diesem war in der 5. Stunde 
feststellbar. Von diesem Zeitpunkt an fiel die Anhydridreak- 
tion im Blute immer schwicher aus; 8 Stunden nach der 
Mahlzeit war sie verschwunden. In den Faces konnten wir in 
keinem Falle unresorbiertes 2,5-Dioxo-piperazin nachweisen. 
Das im Harn wiedergewonnene Leucyl-glycinanhydrid erschien 
insofern verindert, als es sodaalkalische Permanganatlésung 
nicht mehr entfarbte. 

Wir haben weiterhin Glycyl-d-alaninanhydrid ver- 
fiittert. Dieses wird bekanntlich bedeutend leichter aut- 
gespalten als Leucyl-glycinanhydrid. Schon bei Einwirkung 
von Normalalkali vollzieht sich die Verwandlung zum Dipeptid. 
Ks zeigte sich, daB ein erheblicher Teil des verabreichten 
Dioxo-piperazins im Ké6rper in irgendeiner Form zuriick- 
vehalten wird, soweit man einen derartigen SchluB aus dem 
Positivwerden der Stickstoffbilanz zu ziehen berechtigt ist. Im 
Harn lieB sich Glycyl-d-alanin nachweisen. Das Anhydrid als 
solches war nicht vorhanden. Es unterliegt somit keinem 
Zweifel, da& Glycyl-d-alaninanhydrid im Organismus 
des Hundes zur Aufspaltung kommt. 

Der Umstand, daB Leucyl-glycinanhydrid zum _ weitaus 
erdBten Teil und vielleicht auch resilos ungespalten und damit 
unverwertbar blieb, darf nicht ohne weiteres in dem Sinne 
ausgedeutet werden, da damit das Vorkommen solcher 2,5- 
Dioxo-piperazine in jenen Proteinen, die der Ernahrung dienen, 
ausgeschlossen ist. Es ist durchaus méglich, daB Ringsysteme 
der genannten Art durch ihre Verkniipfung mit Aminosiuren, 
Polypeptiden oder sonstigen Komplexen so beeinflu8t werden, 
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daB bei der Abspaltung der ,,Seitenketten“ zugleich auch der 
Anhydridring gelockert wird und dann bei der im Speisebrei 
im Darmkanal vorhandenen Reaktion zur Aufsprengung kommt. 
Auch nach dieser Richtung sind im hiesigen Institute Unter- 
suchungen im Gange. 


Fiitterungsversuche mit d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 


Kin Hund von 7700 g Kérpergewicht wurde zunichst ins 
Stickstoffgleichgewicht gebracht. Die Zusammensetzung der 
Nahrung war die folgende: 250 ccm Wasser, 25g Fleisch- 
pulver, 40 g Margarine, 50 g Starke, 1 g Trockenhefe und 3 g 
Knochenmehl. Ihr Stickstoffgehalt betrug 4,1 g. Nach Ein- 
stellung des Stickstoffgleichgewichtes wurden der Nahrung 2 g 
des Anhydrids beigefiigt, in 24stiindigem Abstand wurden 
jeweils der Gesamtstickstoff und der Aminostickstoff nach 
Sérensen bestimmt. Fiir den letzteren Wert diente zum 
Vergleich der Gehalt des Harns an Aminostickstoff in der 
Vorperiode. Wir haben auBerdem den Harnstoffgehalt mittels 
der Xanthydrolfillung festgestellt. Kine Zunahme desselben 
wihrend der Verfiitterung des Anhydrids wiirde eine Desami- 
nierung der verabreichten Substanz wahrscheinlich machen. 
Hs sei gleich erwihnt, daB wir keine sichere Zunahme der 
Harnstoffmenge beobachtet haben. Sowohl in der Vorperiode 
als in der eigentlichen Versuchsperiode wurde eine Probe des 
Harns mit Natronlauge versetzt, bis p, 9,5—10 erreicht war. 
Wir verfolgten dann mittels der Gaskettenmethode eine even- 

















awe ch NH,N Dinanthe! 
Datum verabreichten | doy neta | —— 
Substanz _Hydrolyse _ Hydrolyse 
20. 2. - 00141) | 0,0175 28.97 
21. 2. 2¢ 0,0120 | 0,0490 29,10 
22. 2. 2 ¢ 0,0230 | 0,0620 27,81 
23, 2. - 00162 | 0,0210 30,01 











1) Ammoniak wurde jedesmal besonders bestimmt und vom Amino- 
stickstoff abgezogen. 






































308 Emil Abderhalden und Severian Buadze, 


tuelle Aufspaltung von vorhandenen Dioxo-piperazinen. Sobal:d 
eine weitere Verinderung ausblieb, wurde die Lésung au 
ihren Gehalt an Aminostickstoff untersucht und mit dem vo: 
der Hydrolyse festgestellten Werte verglichen. Die Ergebniss- 
sibt die vorhergehende Tabelle wieder. 

Man erkennt aus der vorliegenden Tabelle deutlich, dai 
nach der Verabreichung des Anhydrids im Harn unverinderte 
Substanz auftrat. 

Wir haben ferner den Verdampfungsriickstand des Harn: 
sowohl vor als nach Vertitterung des Leucyl-glycinanhydrids 
auf Anhydridreaktion untersucht. Nun ergibt, wie bekannt, 
der Harnriickstand immer eine positive ,,Anhydridreaktion". 
Wenn man ihn jedoch mehrmals in kaltem Wasser mit dew 
Spatel verreibt und dann filtriert, so zeigt der Filterriickstand 
keine Spur einer Pikrinsiiurereaktion mehr. War das genannte 
Anhydrid verfiittert worden, so blieb auch nach dem Ab- 
waschen die genannte Reaktion positiv. DaB diese ihr Zu- 
standekommen unverindertem Leucyl-glycinanhydrid verdankt, 
laBt sich dadurch feststellen, daB man den Filterriickstand mii 
warmem absoluten Alkohol auszieht. Aus diesem lift sich 
das Dioxo-piperazin in reinem Zustand darstellen. Die Nin- 
hydrinreaktion fiel mit den ausgewaschenen Riickstinden stets 
negativ aus. Das Waschwasser ergab in allen Fiillen eine 
sleich intensive, und zwar eben bemerkbare violette Fiarbung. 
Kine Vermehrung der die Ninhydrinreaktion ergebenden Sub- 
stanzen im Harn nach Leucyl-glycinanbydridverfiitterung wai 
somit nicht eingetreten. 

Um iiber die ausgeschiedene Menge an unverindertem 
Dioxo-piperazin ein genaues Urteil gewinnen zu kénnen, ver- 
fiitterten wir dem gleichen Tier 5 g des reinen Priparates. 
Wir fanden am anderen Morgen im Harn schon auskrystallisiertes 
Anhydrid vor. Der Harn wurde filtriert, der Filterriickstand mit 
Wasser ausgewaschen und dann aus warmem absoluten Alkoho! 
umkrystallisiert. Die isolierte Verbindung zersetzte sich gegen 
238°. Sie ergab starke Anhydridreaktion und ferner negative 
Ninhydrinreaktion. Alkalische Permanganatlésung wurde nich‘ 
entfiirbt. Die Stickstoffbestimmung ergab folgende Werte: 
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0,0389 g Substanz verbrauchten 4,55 cem n/10-H,SQ,. 
C.H,,0,N, Ber. 16,479/, Ns Ge. 16,40 

Die Menge des isolierten Anhydrids betrug 2,8 g. Die 
Mutterlauge des Anhydrids wurde mit dem oben erwihnten 
Waschwasser zusammengebracht. Die Gesamtfliissigkeit wurde 
auf 1000 ccm aufgefiillt, 100 com davon verdampften wir auf 
dem Wasserbade nach vorhergehender Neutralisierung. Den 
Riickstand nahmen wir in wenig Wasser auf, um die in 
Wasser leicht léslichen Substanzen zu entfernen. Das Aus- 
ziehen wurde mehrmals wiederholt, der Riickstand dann ge- 
trocknet und aus heifem Alkohol umkrystallisiert. Insgesamt 
erhielten wir aus dem Harn etwa 4g reines Anhydrid. Ks 
war somit etwa 1 g der verfiitterten Substanz dem Nachweis 
entgangen. Hs ist sehr wenig wahrscheinlich, daB diese Menge 
aufgespalten und weiter abgebaut worden ist. Weder konnten 
wir eine Zunahme an Aminostickstoff, noch an MHarnstoff 
wihrend der Fiitterungsperiode feststellen. Ein Teil des An- 
hydrids ist ohne Zweifel im Harn in Lésung geblieben. Es 
kommt noch hinzu, da bei der Reindarstellung immerhin ge- 
wisse Verluste nicht ganz zu vermeiden sind. Wir dachten 
an die Méglichkeit, da ein Teil des Anhydrids der Resorp- 
tion entgangen sei, weil es auBerordentlich schwer léslich in 
Wasser ist. Der Kot wurde sorgfaltig gesammelt, auf dem 
Wasserbade getrocknet, fein gepulvert und im Soxhletapparat 
2 Tage lang mit absolutem Alkohol ausgezogen. Der AlI- 
koholauszug wurde abgedampft und der Riickstand in Ather 
aufgenommen, um Farbstoffe und sonstige itherlésliche Sub- 
stanzen zu entfernen. Den Riickstand lésten wir in absolutem 
Alkohol. Es konnte keine Spur von Anhydrid nachgewiesen 
werden. 

Der Umstand, daB das so schwer lésliche d,l-Leucyl- 
glycinanhydrid offenbar vollkommen resorbiert worden ist, fiihrte 
zu einigen Versuchen iiber die Léslichkeitsbeeinflussung durch 
Galle. Es zeigte sich jedoch, daB das verwendete Dioxo- 
piperazin in Wasser etwas leichter léslich ist als in Galle. In 
der letzteren vermochten wir eine 1/40-Molarlésung herzustellen, 
wahrend mit Wasser eine 1/35-Molarlésung herstellbar war. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXII. 21 
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Die Léslichkeit wurde in der Weise bestimmt, daB eine sehr 
fein pulverisierte, abgewogene Menge des Anhydrids mit Galle 
bzw. mit Wasser unter den gleichen Bedingungen eine gleich 
lange Zeit auf der Schiittelmaschine bei gleicher Temperatur 
geschiittelt wurde. Auch bei 387° blieb die Léslichkeit in 
Galle hinter der in Wasser zuriick. 

In besonderen Versuchen haben wir uns bemiiht, einen 
Kinblick in die Resorptionsgeschwindigkeit des verfiitterten 
Anhydrids zu erhalten, und zwar indem wir nach erfolgter 
Verfiitterung des Anhydrids in ?/, stiindigen Zeitabstanden Blut 
aus dem Ohrlippchen entnahmen. Wir lieBen das Blut ge- 
rinnen und stellten mit dem Serum Anhydridproben an. Als 
Kontrolle diente das Verhalten des Serums vor Kinnahme des 
d,l-Leucyl-glycinanhydrids. An Hand der Vorprobe stellten 
wir jene Serummenge fest, die ohne Verabreichung des An- 
hydrids keine positive Anhydridprobe mehr gibt. Wir konnten 
das Dioxo-piperazin zum erstenmal nach 1 Stunde und 20 Min. 
nach erfolgter Verfiitterung im Blut feststellen. Die Resorption 
ist eine ganz allméhliche. Nach 5 Stunden fanden wir das 
Maximum der Resorption, von diesem Zeitpunkt an fiel sic 
dann wieder ab. 8Stunden nach erfolgter Fiitterung der Sub- 
stanz wurde die Anhydridreaktion negativ. Das Serum, das 
wir nach 1 Stunde und 20 Minuten entnahmen, war stark ge- 
triibt, auch die weiteren Proben zeigten dasselbe Verhalten. 
Der Versuch, die Triibung mit Hilfe von Ather zu entfernen, 
miBlang. Wir dachten an die Méglichkeit, daB das schwer 
lésliche Anhydrid in einem Zustand vorhanden sein kénnte, 
der die erwihnte Triibung verursacht. Der Umstand, daB ein 
Parallelgehen der Zunahme der Triibung mit der Starke der 
Anhydridreaktion vorhanden war, stiitzte diese Annahme. Zur 
Kontrolle haben wir am nichsten Tage ohne Verabreichung von 
Anhydrid in denselben Zeitabstiinden nach der Nahrungsaufnahme 
Blut abgenommen und es genau so, wie zuvor, behandelt. Dabei 
ergab sich, daB in derselben Intensitaét eine Triibung autftrat, 
wie es zuvor bei der Verfiitterung von Leucyl-glycinanhydrid der 
Fall gewesen war. Die Tribung hingt sicherlich zum Teil mit 
einer Anhiufung von weiBen Blutkérperchen zusammen. 
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Darstellung von dl-Leucyl-glycinanhydrid mit Hilfe 
der Anilinmethode. 


Wir haben weiterhin Leucyl-glycinanhydrid durch Er- 
hitzen des Dipeptids mittels Anilin hergestellt. Es wurden 
5g des Dipeptids in einem Erlenmeyerkolben mit 20g Anilin 
iibergossen und das Gemisch dann 2—2!'/, Stunden im Olbade 
auf 200—-205° erhitzt. Dann wurde die Lésung abgekihlt 
und das Anilin mit absolutem Ather vollkommen ausgezogen. 
Der Riickstand wurde aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. 
Die reine Substanz zersetzte sich gegen 240—241°. Sie ergab 
keine Ninhydrinreaktion, wohl aber die Xanthoproteinreaktion. 
Sie entfarbte in sodaalkalischer Lésung Permanganat. Die 
Stickstoffbestimmung ergab: 

0,0386 g Substanz verbrauchten 4,58 ccm n/10-H,SQ,. 

C,H,,0,N, Ber. 16,479, N_— Gef. 16,60, N. 


Verfitterung des mittels der Anilinmethode dargestellten 
Leucyl- glycinanhydrids. 

Wir verabreichten demselben Hunde, der zu den eben er- 
wihnten Versuchen gedient hatte, 5 g des Anhydrids; Harn 
und Kot wurden in der oben geschilderten Weise bearbeitet. 
Die Ergebnisse waren dieselben. Es wurdea auch hier etwa 
*/, des verabreichten Anhydrids aus dem Harn wiedergewonnen. 
Der aus dem Harn isolierte Kérper glich in jeder Beziehung 
dem verfiitterten, nur entfirbte er die sodaalkalische Per- 
manganatlésung nicht mehr. Die Stickstoffbestimmung ergab 
das folgende Bild: 

0,0718 g Substanz verbrauchten 8,40 cem n/10-H,SO,. 

C,H,,O,N, Ber. 16,479, N — Gef. 16,87°/, N 


Verfitterung von Glycyl-d-alaninanhydrid. 


Das verwendete Glycyl-d-alaninanhydrid wurde in der be- 
kannten Weise aus den Abbaustufen von teilweise hydroly- 
sierten Seidenabfiillen gewonnen. Verfiittert wurde das An- 
hydrid einem 17500 g schweren Hunde. Dieser wurde zunickst 
ins Stickstoffgleichgewicht gebracht, dann erhielt er 5 g Glycyl- 


d-alaninanhydrid. Auch hier wurde der Kot auf etwa nicht 
21* 
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resorbiertes Anhydrid untersucht. Zu diesem Zwecke wurde 
der Kot gesammelt, fein pulverisiert und dann mit Ather extra- 
hiert, bis nichts mehr in diesen iiberging. Der verbliebene 
Riickstand wurde dann 3 Tage mit Kssigither ausgezogen, der 
Kssigiither abgedampft. Der sehr geringe Riickstand ergab 
keine Pikrinsiiurereaktion. 

Die Stickstoffbilanz wurde nach Verfiitterung des Anhydrids 
positiv (0,86¢ N). Die Aminostickstoffmenge, bestimmt nach 
Sérensen, betrug nach Abzug des Ammoniakstickstoffs vor 
der Anhydriddarreichung nicht mehr als 0,0278g. Nach der 
Anhydridzufuhr stieg sie auf 0,1160g. Der Harn drehte ganz 
schwach nach links. Eine einwandfreie Bestimmung des 
Drehungsvermégens war nicht méglich, weil die polarimetrische 
Untersuchung des unverdiinnten Harnes nicht durchfiihrbar war 
und der zum Zwecke der besseren Durchsicht verdiinnte Harn 
das nach dem Ausfall der Aminostickstoffbestimmung zu er- 
wartende Dipeptid in zu geringer Menge enthielt. Dazu kam 
noch, daB mit der Méglichkeit gerechnet werden muBte, dab 
die beiden méglichen, entgegengesetzt drehenden Dipeptide d- 
Alanyl-glycin und Glycyl-d-alanin sich je nach ihrem Mengen- 
verhiltnis in ihrem Drehungsvermégen sehr stark abschwichen 
konnten. Wir benutzten zur Feststellung des Dipeptids eine 
Beobachtung, die demnichst von dem einen von uns (A.) mit 
Schnitzler veréffentlicht werden wird. Es handelt sich um 
die Feststellung, daB die Kupfersalze bestimmter Aminosiiuren 
und Dipeptide in Loésung viel stirker drehen als die freien 
Siuren; ferner drehen die Kupfersalze der Polypeptide in den 
beobachteten Fallen umgekehrt wie die freien Verbindungen, 
aus denen sie gebildet worden sind. 

Wir verwendeten 10 ccm des urspriinglichen Harns, fiillten 
ihn auf genau 20ccm auf und setzten sorgfiltig ausgewaschenes 
Kupferoxyd hinzu. Es wurde 10 Minuten gekocht und dann 
abtiltriert. Das Filtrat untersuchten wir in einem 10cm langen 
Rohr bei Quecksilberlicht polarimetrisch. Es wurde eine Drehung 
von +0,22° gefunden. Eine 3°/,ige Lésung des Kupfersalzes 
von Glycyl-d-alanin drehte +5,25° Demnach entspricht dem 
Drehungsgrad von 0,2 im gesamten 24 stiindigen Harn eine 
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Menge von etwa 0,81 g des Dipeptids. Die auf diese Weise 
bestimmte Dipeptidmenge steht in gutem Kinklang mit der fest- 
gestellten Zunahme an Aminostickstoff nach Verabreichung von 
(slycyl-d-alaninanhydrid. Es war somit mindestens '/, des ver- 
abreichten Anhydrids in Form des Dipeptids in den Harn iiber- 
gegangen, und zwar handelte es sich, nach der Drehungsrich- 
tung des Kupfersalzes zu urteilen, um Glycyl-d-alanin. Ganz 
ausgeschlossen ist das Vorkommen von d-Alanyl-glycin natiir- 
lich nicht. Bei dessen Anwesenheit wiirde die festgestellite 
Drehung einen zu niedrigen Gehalt an Dipeptid ergeben. Da, 
wie schon bemerkt, die Zunahme des Aminostickstoffgehaltes 
in recht gutem Hinklang mit der aus der festgestellten Drehung 
berechneten Dipeptidmenge steht, so darf wohl mit ziemlicher 
Sicherheit angenommen werden, daB im wesentlichen nur Glycyl- 
d-alanin zur Ausscheidung gekommen ist. Ob man aus diesem 
Befunde schlieBen darf, daB das aus dem Anhydrid mégliche 
Dipeptid d-Alanyl-glycin in den Geweben leichter zum Abbau 
kommt als Glycyl-d-alanin, liBt sich aus den vorliegenden Be- 
obachtungen nicht entscheiden. Es sind besondere Versuche 
dazu notwendig und auch schon im Gange. 

Um sicherzustellen, ob im Harn Glycyl-d-alaninanhydrid 
enthalten war, haben wir diesen mit den Waschwiissern, die 
beim Reinigen des Kifigs gewonnen worden waren, nach er- 
folgter Vereinigung im Vakuum zur T'rockne verdampft. Der 
Riickstand wurde mit Seesand verrieben und 4 Tage lang im 
Soxhletapparat mit Essigiither ausgezogen. Den Kssigiither- 
auszug verdampften wir zur Trockene, der Riickstand wurde in 
Wasser aufgenommen und mit wenig Tierkohle entfirbt. Das 
wasserklare Filtrat engten wir auf 20ccm ein. In ihm muBten 
alle jene Bestandteile des Harnes enthalten sein, die in Hssig- 
ither hineingehen. In Frage kommen hauptsichlich Kreatinin, 
Harnstoff und Hippursiiure. Um festzustellen, ob daneben auch 
Dioxo-piperazine vorhanden waren, stellten wir den Gesamt- 
stickstoffgehalt der Liésung fest. Ferner priiften wir nach er- 
folgter Kinwirkung von Lauge den Aminostickstoffgehalt. Die 
Bestimmung fiel negativ aus. Ferner bestimmten wir den Ge- 
halt an Kreatinin und ferner an Harnstoff. Der Stickstoff- 
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gehalt dieser beiden Verbindungen deckte sich ziemlich genau 
mit dem Gesamtstickstofigehalt der Lésung. Ferner ist be- 
merkenswert, daB nach Kntfernung des Kreatinins die Pikrin- 
siiurereaktion vollstiandig negativ ausfiel. 

Das oben erwiihnte Dipeptid haben wir durch Uberfithrung 
in sein Anhydrid direkt festgestellt. Zu diesem Zwecke wurde 
der oben erwihnte, in Essigiither unlésliche Teil mit der fiinf- 
fachen Menge Methylalkohol iibergossen und in diesen ge- 
trocknete, gasf6rmige Salzsiiure eingeleitet. Die Veresterung 
wurde dreimal wiederholt, schlieBlich wurde in der iiblichen 
Weise im Vakuum zur Trockene verdampft und der Riickstand 
in wenig Alkohol aufgenommen, mit Tierkohle entfairbt und 
dann die alkoholische Lésung auf ein bestimmtes Volumen aut- 
gefiillt. In einem aliquoten Teil wurde der Chlorgehalt nach 
Volhard bestimmt und dann zur Hauptlésung die berechnete 
Natriummethylatmenge zugesetzt. Vom ausgeschiedenen Koch- 
salz wurde abfiltriert und die methylalkoholische Esterlésung 
auf 20 ccm eingeengt. Wir lieBen sie dann bei 37° allmahlich 
eindunsten. Es schieden sich Krystalle aus. Ihre Lésung zeigte 
eine Drehung von —0,23°. Es entspricht dies einem Gehalt 
von 0,65g Anhydrid. Nach weiterem Aufbewahren der methyl- 
alkoholischen Lésung schieden sich weitere Krystalle ab (0,151 g 
Anhydrid). Die Gesamtmenge an nachgewiesenem Anhydrid 
entspricht gut der S. 313 erwihnten, aus der Drehung des Kupfer- 
salzes und der Aminostickstoffzunahme berechneten Dipeptid- 
menge. Die Stickstoffbestimmung ergab: | 


0,0552 g Substanz verbrauchten 8,58 cem n/10-H,SQ,. 


¥sH,N,0, Ber. 21,88°/, N Gef. 21,769/, N. 
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Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann, der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. | 

Pfliigers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. = Archiv fir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

Biochm. Jl. == The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull, Soe. chim, France. == Bulletin de la Société chimique de France, 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. R. == Comptes rendus de l’Académie des 
Sciences. 

Jl. of Biol. Chem. == The journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiology. 

Jl. fir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. Hos 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie == Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. == Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = ev Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. = Skeaiimavisslion Archiv fiir Physiologie. 
Zs. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
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Die Praxis des organischen Chemikers. Von Dr. L. 
Gattermann, weil. 0. Professor an der Universitit Freiburg i. B. 
Zwanzigste, verbesserte Auflage von Dr. Heinrich Wieland, 
0. Professor an der Universitit Freiburg i.B. Oktav. XII, 381 S. 
1926. In Leinen geb. M. 15.— 


»Gattermanns Buch ist seit seinem ersten Erscheinen im Jahre 1894 lange Zeit im 
Unterricht des organisch-chemischen Praktikums mitfihrend und segensreich gewesen. 
Mit um so gréferer Spannung durfte nun die ,,Neubearbeitung‘‘ erwartet werden, als be- 
kannt wurde, da nach dem Ableben Gattermanns Heinrich Wieland die Aufgabe fber- 
nommen hatten. Das eingehende Studium des vorliegenden Buches lehrt nun, da es gar 
keine ,,Neubearbeitung mehr ist, sondern dah, abgesehen von dem 4uGeren Rahmen, ein 
vollig neues Werk entstanden ist, dessen Lektiire als ein Genu und eine groBe Belehrung 
fir jeden — nicht nur den Anfainger — gewertet und dessen Bedeutung in seiner durch- 
aus selbstindigen, tiefgriindigen und tiberragenden Art gefunden werden darf. Wie vieles 
ist in diesem Buche an neuen, originellen und iberlegenen Anschauungen ausgesprochen, und 
wie vieles Alte und Herkémmliche ist mit Recht iber Bord geworfen worden? Der Grund- 
satz, den Studierenden zum Denken zu zwingen, ist trotz des beibehaltenen Gattermann- 
schen Systems jetzt auch in diesem Werke zwangslaufig geworden, eine gitickliche Hand 
hat die Praparate ausgew&hit und dem Buche eine neue Linie gegeben, die es, abgesehen 
von seiner Verwendung als Laboratoriumsbuch, auch theoretisch zum Besten macht, was 
in der letzten Zeit iber organische Chemie geschrieben worden ist. Chemiker Zeitung. 
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Zwei Abteilungen in neun Banden 





Erste Abteilung: 


Das deutsche Patentschriftwesen 
Bearbeitet yor 


Prof. Dr. J. Houben 


I. Band: 1877—1900 


1926. Quart. XXI, 84 und 922 Seiten. 
Geh. Rm.70.—, in Halbled. geb. Rm.80,— 


Der Bexug des 1. Bandes verpflichtet 
zur Abnahme der gesamien Abteilung 


Jeder physiologisch arbeitende Chemiker wird das Erscheinen des hier 
a eA. eg erkes lebhaft begri8en, da es bei der bliihenden Ent- 
wicklung der sich mit Gewinnung, Konstitution und Aufbau von Stoffen 
starker physiologischer Wirkung befassenden Chemie immer ‘umatindlicher 
wurde, sich tiber die einschligigen Arbeiten zu unterrichten. Hier wird 
ein Uberblick ‘iiber die verstreut veréffentlichten Forschungen gegeben. 
Das Werk gliedert sich in zwei Abteilungen, deren erste in 6 Banden 
das gesamte einschligige deutsche Patentschrifttum in zeitlicher Folge 
sammelt, wiihrend die zweite Abteilung in drei. Banden .in Form von 
Referaten die wissenschaftliche Literatur tiber die physiologische Wirkung 
chemisch definierter Substanzen unter besonderer eriicksich pune 
chemischen Eigenschaften umfa8t. Es wird somit die Moglichkeit «ge- . 
boten, bei jeder neu in Angriff zu nehmenden Arbeit bzw. einen Wechsel 
des Arbeitsgebietes schnell und leicht eine Ubersicht tiber das be- 
stehende Schriftenwesen zu gewinnen. te 
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